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RESUME 
Cette ATP a permis l'utilisation de marqueurs génétiques moléculaires de type 
« microsatellite » pour l'identification de paternités et l'analyse de deux systèmes de 
recombinaison génétique par pollinisation naturelle (vergers à graines), destinés à la 
production de semences de reboisement (eucalyptus) et à la recombinaison de ressources 
génétiques (hévéa). 
Les génotypes des deux espèces sont hétérozygotes, allogames et à pollinisation entomophile. 
Dans le verger «eucalyptus», 245 arbres issus de graines représentent 5 provenances et 1 1  
descendances. Dans le verger « hévéa », 283 arbres greffés représentent 5 1  génotypes non 
apparentés appartenant à différents groupes génétiques. 
Les microsatellites utilisés ont montré dans les deux cas un polymorphisme de niveau 
équivalent et très élevé (respectivement 1 3,8  et 1 6,7 allèles par locus), rendant leur utilisation 
très efficace pour le génotypage et l'identification de paternité. L'exploitation des résultats 
des lectures des gels est réalisée par le logiciel Cervus. L'efficacité de l'identification des 
paternités est nettement accrue lorsqu'on passe de 4 ou 5 marqueurs à 8 marqueurs Ssr. La 
probabilité d'erreur dans l'identification des paternités reste cependant à préciser, et les 
performances de différents logiciels d'analyse mériteraient d'être explorées. 
Chez l'eucalyptus, une importante contribution pollinique externe au verger (38 % du total) a 
été détectée. L'analyse sur descendances de la recombinaison interne dans le verger 
d'eucalyptus a permis de détecter 82 pères différents, dont 56 n'interviennent qu'une seule 
fois, sur 1 38 plantules; 4 pères interviennent 6 fois (plus fortes contributions). Chez l'hévéa, 
pour 797 plantules analysées, 1 4  génotypes sur 50 génotypes parentaux (28 %) représentent 
80 % des contributions paternelles à la recombinaison. Dans les deux cas, on met donc en 
évidence un déséquilibre important des contributions paternelles à la recombinaison qui 
s'explique essentiellement par des questions d'insuffisance et de décalage des floraisons d'un 
nombre important de génotypes parentaux. 
Les résultats acquis, par le pouvoir de résolution mis en évidence pour l'identification de 
paternités, justifient le développement de l'emploi des rnicrosatellites pour une exploitation 
croissante et mieux raisonnée de la pollinisation naturelle entre plantes hétérozygotes à des 
fms de production de variétés-populations ou de recombinaison pour l'amélioration 
génétique. 
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1 O. Flux de gènes par pollen et recherches de paternité dans des dispositifs végétaux naturels 
ou artificiels. 
L' ATP 98/20, intitulée « Utilisation de marqueurs génétiques pour l'étude de systèmes à 
pollinisation naturelle ou artificielle chez trois espèces tropicales pérennes »,  avait pour 
objectif de préciser l'efficacité des marqueurs génétiques de type « microsatellite » dans 
l 'analyse de systèmes de reproduction pas ou peu contrôlés, chez l'eucalyptus, l 'hévéa et le 
cacaoyer, de décrire la structure génétique des lots de graines obtenus en fonction du succès 
reproducteur des géniteurs en tant que mâles, de comparer les performances des isozymes et 
des microsatellites et de discuter de l'efficacité des outils existants, enfin d'en déduire des 
éléments de procédure pour la mise en place et la gestion des vergers à graines sur les plantes 
concernées. 
Le terme « verger à graines » a été retenu ici, de préférence à « champ semencier », car i l  
convient à la fois pour la production de semences et pour la recombinaison génétique à des 
fms de sélection. 
La diffusion du progrès génétique constitue souvent un point-clé du processus d'amélioration 
des plantes. I l  est important de souligner le caractère très applicatif de cette recherche mettant 
en œuvre une technique biotechnologique et visant l'amélioration de la fourniture de 
semences de qualité et à un
. 
coût aussi faible que possible aux petits agriculteurs du Sud. 
1. Systèmes de production de semences, vergers à graines 
Malgré la place prise par la multiplication végétative, notamment chez les plantes pérennes, la 
pollinisation naturelle (reproduction sexuée) est un moyen extrêmement utilisé dans les 
systèmes de production de semences. Elle peut également être utilisée pour la recombinaison 
dans le cadre de programmes d'amélioration génétique, notamment lorsque la pollinisation 
artificielle est impossible ou soumise à de fortes contraintes. 
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Dans certains cas, les dispositifs mis en place permettent une maîtrise quasi parfaite de la 
qualité génétique des semences obtenues. La production de semences de maïs hybrides FI 
illustre cette situation, malgré les difficultés pouvant résulter d'échecs dans le calage des 
floraisons des deux géniteurs, de problèmes liés à la présence de hors-types dans les lignées 
parentales ou à des défauts de castration du géniteur utilisé comme femelle. 
Dans de nombreux cas, particulièrement pour les plantes pérennes et les espèces forestières, 
les géniteurs utilisés sont fortement hétérozygotes et des dispositifs de vergers à graines sont 
installés de façon pérenne pour la production renouvelée de semences au fil des ans, dont la 
qualité peut fluctuer, avec de faibles possibilités d'action sur les dispositifs après leur 
établissement (éclaircie sélective, récolte préférentielle sur certains géniteurs). 
L'objectif poursuivi est d'obtenir à faible coût de grandes quantités de semences faciles à 
diffuser en milieu paysan et rassemblant de façon équilibrée une grande diversité des 
combinaisons permises par les géniteurs installés, avec un taux aussi faible que possible 
d'autofécondations (l'idéal étant la panmixie sans autofécondation). L'absence fréquente 
d'isolement du verger vis-à-vis de pollen extérieur introduit l'incidence de pollinisations 
parasites. La pollinisation naturelle, influencée par le comportement biologique des géniteurs, 
par leur disposition sur le terrain, par le climat et par le vecteur de pollinisation, conduit à un 
résultat dont il est impossible d'estimer l'écart à l'objectif poursuivi, sans une expérience 
confirmée, acquise par l'emploi de méthodes et d'outils de contrôle a posteriori. La présente 
recherche vise donc à améliorer le niveau de maîtrise de la qualité génétique visée et de 
réduire si possible la variabilité de cette qualité, pour les semences produites en vergers à 
graines. 
2. Clonage et/ou reproduction sex u ée ? 
Chez un très grand nombre de plantes où les génotypes sont fortement hétérozygotes, la 
production de semences et de plants est marquée par une véritable dualité entre reproduction 
sexuée et multiplication végétative. Le clonage (multiplication conforme des meilleurs 
génotypes) représente souvent le meilleur moyen technique de multiplication« à l'identique» 
des cultivars les plus performants au plan agronomique. Type variétal relativement plus 
élaboré que les variétés « semences», il est très souvent adopté par les structures agro­
industrielles peu soumises aux nombreuses contraintes des plantations familiales, mais 
constitue souvent un frein à la diffusion de matériel végétal génétiquement amélioré en milieu 
paysan. 
Nous ne ferons qu'évoquer ici les recherches visant à mettre au point le clonage par culture in 
vitro sur de nombreuses plantes (mierobouturage, embryogenèse somatique) ainsi que les 
processus biologiques permettant d'obtenir des génotypes hétérozygotes identiques 
(polyembryonnie, apomixie ). La culture in vitro semble une alternative particulièrement 
intéressante à la pollinisation manuelle pour la multiplication des hybrides Fl de lignées de 
café arabica. 
Les arbres fruitiers peuvent être le plus souvent greffés. Chez les agrumes, cultivars et porte­
greffes sont multipliés végétativement (clones). L'ananas, le bananier, la canne à sucre, 
l'igname, le manioc (cultures en pratique non pérennes) sont bouturés. Le café robusta peut 
être greffé ou bouturé. En plantations industrielles, l'eucalyptus est bouturé. L'approche 
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clonale sur cacaoyer a permis d'obtenir des performances de production remarquables en 
Malaisie et constitue un moyen de lutter contre la maladie du « balai de sorcière » au Brésil 
(clones résistants). Chez l'hévéa, le greffage s'est très largement imposé en hévéaculture 
familiale. 
Pour le greffage en pépinière, les porte-greffes sont rarement clonaux; les graines à l 'origine 
des porte-greffes (issues de pollinisation naturelle) sont alors des graines « tout-venant » ou 
des graines issues d 'un clone maternel réputé pour sa valeur de géniteur et pour ses qualités 
semencières. Chez l'hévéa, les graines issues du clone GTl s'avèrent un peu plus 
performantes que d'autres catégories de graines, probablement en raison de l'absence 
d'autofécondation liée à la stérilité mâle de GTl. 
Chez le palmier à huile et le cocotier, la pollinisation artificielle pour la multiplication des 
géniteurs et pour la production de semences hybrides est pratiquée en champs semenciers. 
C'est aussi une modalité chez le cacaoyer et le caféier arabica, pour l'obtention d'hybrides, 
avec une pollinisation manuelle simplifiée sans protection des fleurs pollinisées contre les 
pollinisations parasites. 
La pollinisation naturelle est utilisée de façon immémoriale dans tous les systèmes de 
production de semences par les paysans eux-mêmes avec une sélection massale. Elle est aussi 
utilisée de façon prédominante pour une très grande proportion d'espèces forestières dans les 
régions tempérées comme dans les pays du Sud (notamment pour une vingtaine d 'espèces 
résineuses ou feuillues dont Eucalyptus grandis à Madagascar), pour la multiplication des 
écotypes de cocotier, pour la multiplication des l ignées pures des plantes autogames, dont le 
café arabica, pour la multiplication des générations nécessaires à la production de variétés 
synthétiques, pour la production d'hybrides en champs semenciers bi-clonaux (cacaoyer, avec 
des problèmes d'autofécondation par levée d'autoincompatibi lité). 
La production et la diffusion de semences constituent généralement dans les pays du Sud un 
véritable goulot d'étranglement pour la diffusion du progrès génétique, en raison de la 
fragilité des structures institutionnelles et para-agricoles. Le clonage est en fait souvent 
contesté pour des raisons socio-éconorniques et contredit dans les faits par les pratiques 
paysannes. Pour une plante donnée, on peut donc trouver une certaine diversité de types 
variétaux différents selon les contextes d'utilisation (sélection massale au niveau du paysan, 
variétés-populations, hybrides de clones ou d'écotypes, clones). 
Les principaux facteurs à prendre en compte pour évaluer de façon comparative clonage et 
reproduction sexuée, qui sont en quelque sorte souvent concurrents, sont : 
le différentiel de performances agronomiques entre clones et variétés-semences 
le niveau de technicité et d' infrastructures requis dans chacun des deux systèmes 
le coefficient multiplicateur obtenu dans chaque système de production de semences ou de 
plants 
le niveau de fiabilité des structures de développement pouvant prendre en charge la 
multiplication 
les facilités de transport de plants dans le contexte local 
le niveau local des savoir-faires paysans et la part possible de transfert de chaque système 
vers les paysans eux-mêmes 
le délai de mise en œuvre d'un processus de multiplication pour un projet de 
développement. 
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3. Les cas de l'euca lyptus, d u  cacaoyer et de l'hévéa 
3. 1 .  Euca lyptus 
Chez l'eucalyptus, il existe une nette distinction entre d'une part les entreprises industrielles, 
qui exploitent par le bouturage les performances hétérotiques des hybrides interspécifiques, et 
d'autre part les programmes de reboisement utilisant des variétés-populations. 
A Madagascar, la très forte demande en bois domestique (bois de chauffe et charbon de bois) 
a conduit à l'établissement de plantations d'essences forestières à croissance rapide. Dans les 
différentes conditions écologiques de l'île, les eucalyptus ont rapidement montré leurs 
potentialités de croissance et offrent une large gamme d' utilisations. Actuellement le bois à 
Madagascar couvre 80 à 90 % des besoins en énergie domestique. La part des eucalyptus dans 
la production de bois de service et d'œuvre devient de plus en plus importante par rapport aux 
produits tirés de la forêt naturelle. Compte tenu des besoins grandissants de la population et 
de la croissance démographique à Madagascar, tout porte à croire que les surfaces reboisées 
vont s'étendre et connaître un développement important. 
Afm de subvenir aux besoins des reboisements, le FOFIF A (Centre National de la Recherche 
Agronomique pour le Développement Rural), aidé par le Département Forêt du CIRAD 
(Centre de Coopération Internationale de Recherches en Agronomie pour le Développement) 
et avec l'appui financier du FED (Fonds Européen de Développement) de 1 993 à 1 998, ont 
mis en place un large dispositif de production grainière sur l'ensemble des zones 
bioclimatiques de Madagascar. Ce dispositif, couvrant une surface de plus de 1 20 ha, 
permettra à terme une autosuffisance pour les principales espèces de reboisement. 
Une diffusion de clones chez les paysans est considérée comme irréalisable dans le contexte 
malgache (difficultés de transport, technicité requise, coûts, pouvoir d'achat); ce type variétal 
n'aurait par ailleurs pas une aussi large capacité d'adaptation à la grande diversité climatique 
de Madagascar. Les variétés-semences, malgré une variabilité interne importante et une 
certaine hétérogénéité des produits obtenus, bénéficient en effet d'une plasticité qui leur 
permet de s'adapter aux conditions pédologiques et hydriques très hétérogènes rencontrées 
dans le contexte des plantations familiales. 
La production de semences est par ailleurs avantagée par un coefficient multiplicateur 
important puisque un hectare de verger à graines permet la plantation annuelle d'environ 500 
ha par an, avec une forte variabilité selon les contextes et les espèces. 
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Coefficien t mu ltiplicateu r dans les vergers à graines d'eucalyptus (commun ication de 
Gil les Chaix , Cirad-Forêt). 
Un verger à graines d'eucalyptus comporte généralement à sa périphérie une zone tampon 
d'environ 20 mètres de large (l'efficacité de cette zone tampon vis-à-vis des pollinisations 
extérieures semble faible). 
Le nombre de graines par kg de semences chez l' eucalyptus peut varier considérablement 
selon les espèces, de 1 50.000 graines par kg (Eucalyptus maculata) à 5-6 millions par kg 
(Eucalyptus deglupta). 
La densité de plantation pour Eucalyptus grandis est d'environ 1 000 plants par hectare. 
Chez Eucalyptus grandis, un gramme de graines permet d'obtenir environ 900 plants en 
laboratoire, 300 plants en germoir de pépinière et 1 00 plants acceptables pour la plantation. 
Un hectare de verger à graines peut produire 5 kg de semences soit l'équivalent de 500 
hectares de plantations. 
Le choix technique de la production de semences par vergers à graines ne semble donc pas à 
remettre en cause, mais il est nécessaire de caractériser la qualité des semences produites en 
vue d'améliorations éventuelles pour de nouveaux vergers à créer. 
3.2. Cacaoyer 
Chez le cacaoyer, l 'emploi intensif des clones en Malaisie a prouvé son potentiel de 
performance élevé mais suppose une culture consommatrice d' intrants et à forte technicité. 
Pour lutter contre le balai de sorcière au Brésil, la solution clonale paraît également 
privilégiée (existence de clones résistants) . En revanche, les planteurs africains ont 
essentiellement augmenté leur production par extension des surfaces sur les fronts pionniers, 
avec des semences issues de leur propre sélection massale, sans se préoccuper vraiment de 
l'amélioration des rendements. Des solutions intermédiaires, permettant de diffuser une plus 
grande part ont été proposées par les agronomes : 
diffusion de semences hybrides entre différents groupes génétiques (Forastero, Criollo, 
Trinitario ), issues de vergers à graines constitués de géniteurs clonaux soigneusement 
sélectionnés. Cette option a soulevé la difficulté l iée aux levées d'autoincompatibilité, 
avec des taux d'autofécondation parfois élevés. Ces semences améliorées peuvent ensuite 
être remultipliées par les paysans. Une variante consiste à réduire le nombre de géniteurs à 
deux pour avoir des vergers bi-clonaux (toujours avec un risque d'autofécondation). 
production par pollinisation artificielle simplifiée (pollinisation manuelle sans protection 
ni castration des fleurs femelles) d'hybrides de clones diffusés en milieu paysan avec 
possibilité de remultiplication ultérieure. 
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Une estimation sommaire du coefficient multiplicateur indique dans ce cas qu'un hectare de 
verger à graines permet la plantation de 400 ha de cacaoyers (valeur proche de celle qu'on a 
estimée pour Eucalyptus grandis). 
3.3. Hévéa 
Chez l'hévéa, l'opposition entre la voie clonale et la voie des semences a duré, entre les 
plantations industrielles, de 1 920 à 1 950, jusqu'à ce que la sélection de clones performants 
aboutisse au quasi-abandon des diverses formules de vergers à graines. A partir de 1 950, 
l'hévéaculture familiale prend une importance croissante pour être aujourd'hui dommante et 
reproduit l'option clonale. Même en ce qui concerne les agroforêts indonésiennes à base 
d'hévéa, les recherches indiquent que le premier facteur d'amélioration de la productivité 
consiste à introduire des clones. Cette orientation est-elle due à la différence de performances 
entre les deux types variétaux ou à l'influence de la technostructure? A l'opposé, il arrive 
assez souvent que face à la pénurie de plants greffés, les paysans décident d'utiliser des 
graines pour occuper une surface prête à planter. Certains agronomes considèrent par ailleurs 
que la diversité de variétés-semences apporterait un moindre risque vis-à-vis des maladies de 
feuilles. Deux éléments sont aussi en faveur de la voie clonale : 
Le coefficient multiplicateur, très variable selon les clones utilisés comme arbres-mères, 
est en moyenne faible et peut être estimé en moyenne à 50- 1 00 ha de plantations permises 
annuellement par un hectare de verger à graines, à comparer à 250 ha de plantations 
permises annuellement par un hectare de jardin à bois de greffe (ces chiffres sont 
nettement inférieurs à ceux qu'on a estimés pour l'eucalyptus et le cacaoyer). 
Le délai de production d'un verger à graines est de 5 ans, à comparer aux 3 ans 
nécessaires à la mise en production d'un jardin à bois de greffe. 
Considérant les 3 cultures (eucalyptus, cacaoyer et hévéa) en agriculture ou agroforesterie 
familiale, l'état actuel de la réflexion indique donc : 
que le choix des vergers à graines n'est pas à remettre en cause pour Eucalyptus grandis 
que le choix des clones reste très fort (sinon exclusif) concernant l'hévéa 
que des semences sont le plus souvent utilisées concernant le cacaoyer, mais avec des 
problèmes techniques déjà connus, liés aux mélanges de pollen en pollinisation naturelle, 
portant sur les vergers bi- ou poly-clonaux (autofécondations), et qui imposent la 
pollinisation manuelle simplifiée quand on veut produire des semences de qualité. 
La pollinisation naturelle constitue également une forme possible de recombinaison pour 
l'amélioration génétique, notamment pour le brassage des ressources génétiques. Cette raison 
fut la motivation de la création de 3 vergers à graines d'hévéa en Côte d'Ivoire, et c'est aussi 
ce qui est envisagé dans le schéma d'amélioration des espèces feuillues (dont Eucalyptus 
grandis) à Madagascar. C'est une approche possible pour de nombreuses espèces, qui impose 
une étude méthodologique de la qualité de cette recombinaison. 
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4. Marqueu rs génétiques 
Depuis très longtemps, paysans et sélectionneurs s'attachent à identifier divers caractères 
morphologiques permettant de constituer des races animales, de reconnaître des variétés 
végétales, d'orienter la sélection vers la construction d'idéotypes, et de détecter des « hors­
types». L'expression génétique de ces marqueurs est souvent modifiée par l'environnement. 
Ils peuvent par ailleurs ne pas être simples (lorsque plusieurs gènes sont en jeu) ni faciles à 
observer ou à analyser. Ils peuvent être utilisés pour le contrôle de conformité variétale ou le 
contrôle de paternité (l'origine maternelle étant le plus souvent connue). Ces caractères ont 
permis d'initier les recherches en génétique et d'aborder la génétique des populations 
(transmission statistique des gènes d'une génération à l'autre). 
On a ensuite utilisé des marqueurs biochimiques (isozymes, protéines) aussi peu dépendants 
que possible des effets de l'environnement, tels que les terpènes chez le pin maritime, les 
flavonoïdes chez les conifères ou polyphénols chez le cocotier, ainsi que les isozymes chez de 
nombreuses plantes. Le développement de l'électrophorèse appliquée aux 1sozymes a 
révolutionné la génétique des populations au début des années 70. 
L'emploi de marqueurs moléculaires (au niveau de l'ADN) a permis de regrouper les qualités 
requises pour disposer de marqueurs génétiques« idéaux>> : 
polymorphisme 
multiallélisme 
codominance 
absence d'épistasie 
neutralité vis-à-vis de la sélection 
indépendance vis-à-vis des effets de l'environnement. 
Les isozymes sont limités en nombre de locus disponibles et en nombre d'allèles par locus 
(polymorphisme restreint). Leur analyse nécessite une exploitation « multi-locus » assez 
complexe de toute l'information disponible pour aboutir souvent à des conclusions de nature 
statistique et peu déterministes. 
Parmi les nombreux marqueurs moléculaires actuellement utilisés, les rnicrosatellites ou SSR 
(Single Sequence Repeats) ont pris une importance croissante, en raison de leur 
polymorphisme élevé, et s'imposent maintenant dans les domaines « grand public» de 
l'expertise médico-légale et judiciaire et de la traçabilité des produits agro-alimentaires et 
agro-industriels. Ces SSR sont constitués de répétitions en tandem de motifs mono-, di-, tri­
ou tétranucléotidiques : (A)n, (TC)n, (TAT)n, (GATA)n etc. Ces marqueurs, très abondants 
dans le génome des eucaryotes, ont pour principale qualité spécifique un polymorphisme 
extrêmement élevé, portant sur le nombre n d'unités de répétitions. L'amplification par PCR 
(Polymerase Chain Reaction) permet de les révéler individuellement, fournissant des 
marqueurs spécifiques de locus grâce au caractère locus-spécifique des régions flanquantes de 
chaque séquence répétée. Une paire d'amorces spécifiques de ces régions flanquantes 
amplifiera donc ce seul rnicrosatellite dont le polymorphisme de longueur sera révélé par 
électrophorèse (en gel d'agarose ou en gel d'acrylamide). Si le développement d'amorces est 
lourd et requière une technicité élevée, l'application en routine des microsatellites est simple, 
rapide et relativement peu coûteuse (de Vienne, 1 998). 
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5. Flux d e  gènes par pollen et recherches de patern ité dans des d ispositifs végétaux 
n atu rels o u  a rtificiels. 
Une parcelle forestière naturelle, telle que la parcelle mixte de deux espèces de chênes étudiée 
parR Bacilieri et R Streiff, constitue un exemple de dispositif végétal naturel, en évolution 
génétique sur le long terme, particulièrement complexe à analyser. L'outil SSR s'est révélé 
particulièrement puissant et adapté pour cette étude, et les résultats obtenus ont motivé 
l'application aux 3 plantes considérées dans l'ATP. 
Selon un principe général, les graines analysées dans le cadre de l' ATP sont récoltées sur des 
arbres-mères identifiés (génotype maternel connu). Lorsqu'on dispose de marqueurs très 
polymorphes (SSR), la probabilité qu'un descendant porte à un locus donné les deux allèles 
de sa mère est faible. On peut donc généralement identifier l'allèle venant de la mère et 
l'allèle venant du père. Lorsque les génotypes parentaux contribuant à la reproduction sont 
typés de façon distincte sur plusieurs locus très polymorphes, il est le plus souvent possible 
d'identifier avec précision l'origine paternelle d'un descendant après avoir caractérisé la 
contribution maternelle la plus probable. On peut ainsi déterminer la part prise par chaque 
géniteur considéré pour son rôle paternel à travers la pollinisation dans la recombinaison 
générale. On peut également estimer les taux d'autofécondation et la part de pollution 
pollinique pouvant provenir d'arbres extérieurs aux vergers. Le logiciel Cervus a été utilisé 
pour les recherches de paternité sur eucalyptus et sur hévéa. 
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A. CACAOYER 
L'étude visait à préciser les conditions d'utilisation de la pollinisation naturelle pour la 
gestion et la valorisation des ressources génétiques du cacaoyer (objectif voisin de l'objectif 
poursuivi sur hévéa). Elle avait été commencée sur une parcelle de collection (BL1) située sur 
la station de Bingerville (Cnra) en Côte d'Ivoire. Bien que ce ne soit pas sa justification 
principale, cette parcelle, produisant des fruits issus de pollinisation naturelle, constituait un 
support approprié pour une telle étude méthodologique a priori. Il était par ailleurs possible 
d'y réaliser des pollinisations artificielles. 
Deux arbres-mères étaient retenus pour chacun des génotypes Scavina 6 (SCA6, génotype 
auto-incompatible) etH 1380 (auto-compatible). 
H 1380 devait permettre l'estimation du taux d'autofécondation sur ce génotype. SCA6 devait 
permettre l'estimation de l' importance des levées partielles du système d'auto-incompatibilité 
provoquées par les mélanges d'auto et d'allo-pollen. 
Le génotypage des 83 pollinisateurs potentiels, situés dans un rayon de 40 mètres autour des 2 
arbres-mères de chaque génotype retenus pour l'étude, a été réalisé avec 10 microsatellites 
(pour un total de 49 allèles) situés sur 7 groupes de liaison différents. Ce génotypage a révélé 
49 allèles différents avec 3 à 9 allèles par locus. Ce génotypage devait permettre les 
recherches de paternité. 
L'estimation du nombre de génotypes paternels différents ayant participé à la fécondation 
d'une cabosse était un objectif équivalent à l'un des objectifs poursuivis sur hévéa, mais avec 
un nombre de graines par cabosse important (30 à 50 fèves par cabosse, contre 3 à 4 graines 
par fruit chez l'hévéa). Les graines (fèves) de 3 cabosses par arbre-mère (soit 6 cabosses) pour 
SCA6 ont été semées pour cette étude en novembre 1998. Le même échantillonnage était 
envisagé à la récolte du génotype H 1380 au début de l'année 1999. 
L'utilisation du marqueur morphologique« axil spot» (présence d'une tache rouge à la base 
des feuilles) dominant et présent à l'état homozygote chez le clone K5 (Trinitario originaire 
du Ghana) a permis de mettre en évidence une distance de transport du pollen supérieure à 40 
mètres. Au cours de la petite récolte 1997-1998, des fèves provenant de cabosses prélevées 
sur des arbres voisins du clone K5 ont été semées pour observation. Ce résultat conduit à 
envisager d'étendre l'étude de dispersion du pollen dans un rayon supérieur à 40 mètres 
autour des arbres-mères. 
Il était prévu de transférer la technique d'analyse des SSR en Côte d'Ivoire, d'abord sur 
cacao, puis sur hévéa. Un équipement PCR a donc été acquis et expédié à Mme Jeanne 
Ngoran, chercheur Cnra au laboratoire central d' Adiopodoumé. Cet équipement, insuffisant à 
lui seul, devait venir en complément d'un financement CFCIICCO/IPGRI pour la mise en 
œuvre de la technique SSR en Côte d'Ivoire. Un complément de formation a été apporté à 
Mme Ngoran (2 séjour d'un mois à Montpellier en 1998) ainsi qu'une formation de 3 mois à 
son technicien, Emile Liadé (1999). 
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Les difficultés rencontrées en Côte d'Ivoire pendant la période de l' Atp (création du Cnra en 
septembre 1998, absence de convention avec le Cnra concernant l' Atp, mutation de Mme 
Ngoran sur la station de Divo (ne permettant pas d'activité de laboratoire) pendant un an et 
absence de réalisation du financement complémentaire CFC attendu) ont conduit à 
interrompre la recherche qui venait d'être lancée. Aujourd'hui, Mme Ngoran est à nouveau en 
poste dans un laboratoire adéquat. Il faut espérer que l'investissement en équipement et en 
formation qui a été réalisé pourra être mis à profit prochainement, notamment dans le cadre 
des Programmes d'Intérêt Commun (PIC) en cours de discussion entre le Cirad et le Cnra. 
L'extension de l'étude aux conditions simplifiées de pollinisation artificielle pour la 
production de semences hybrides n'a pas été entamée. 
15 

ATP Cirad n° 98/20 . Rapport final. Avri12002 . 
Util isation de marqueurs génétiques pour l'étude de systèmes à pollinisation naturelle (vergers à graines). 
B. EUCALYPTUS 
Création d ' u ne variété-population et prod uction de semences 
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1 1 . Analyse des flux géniques par pollen dans un verger à graines d'Eucalyptus grandis (DEA 
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1 1 .2 .3 .  Autofécondations 
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14. Références 
Note: 
Dans ce chapitre, le terme de descendance est utilisé pour désigner 2 objets différents. La 
population parentale des arbres du verger à graines est structurée hiérarchiquement en 6 
provenances et en 1 2  « descendances». Par ailleurs, les graines récoltées dans le verger et 
analysées dans cette étude constituent une « descendance», ou « famille» de la 
population parentale du verger. 
Le terme« arbre-mère» désigne ici un arbre sur lequel on récolte des graines pour analyse 
de paternité. 
Le terme « demi-frères» (qui a un sens et des propriétés précises en génétique 
quantitative) est évité pour les descendances ou familles récoltées dans le verger, au moins 
au début de l'étude, dans la mesure où l'on ne connait pas encore la part des 
autofécondations ni l'équilibre des contributions paternelles. 
1. Introduction 
Les dispositifs de vergers à graines d'Eucalyptus grandis à Madagascar sont prévus pour 
produire des variétés populations sous forme de graines. Ils doivent permettre de se 
rapprocher des conditions du mode de reproduction idéal (panmixie) qui résulte du hasard des 
rencontres des individus et de leurs gamètes. L'efficacité de la recombinaison va cependant 
conditionner la qualité des lots de semences produits (base génétique large favorisant 
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l'adaptabilité et abondance de recombinaisons inter-provenances). La biologie de la 
reproduction des principales espèces d'eucalyptus est relativement bien décrite dans les 
régions d'origine. Par contre le régime de reproduction en zone d' introduction a été jusqu'à 
présent très peu étudié alors même que la pollinisation naturelle est le mode de recombinaison 
habituel utilisé dans les programmes d'amélioration génétique et de production grainière. Il y 
a peu de travaux comparant les paramètres génétiques en pollinisation naturelle dans les 
populations naturelles et dans les vergers à graines. 
Compte tenu de l'importance des ressources génétiques pour la production de semences 
destinées au développement et pour la poursuite de l'amélioration génétique, il convient 
d'apporter des éléments de connaissance pour la gestion des vergers à graines. De nombreux 
facteurs incontrôlés sont sources d'écarts à la panmixie : 
Des croisements privilégiés ont lieu entre voisins (effet de la distance de pollinisation) 
Les décalages de floraison limitent ou empêchent certaines recombinaisons 
L'abondance de la floraison et de la production de pollen peut varier considérablement 
d'un arbre à l'autre 
Le pourcentage d'autofécondation peut varier d'un arbre-mère à l'autre 
Les flux polliniques peuvent subir l' irrégularité du comportement des insectes 
po llinisateurs 
Le verger, non isolé, est soumis à de possibles pollutions polliniques externes 
L'incompatibilité stricte ou partielle entre certains génotypes peut limiter ou empêcher 
certaines recombinaisons. 
De plus, les effets du milieu sur la floraison et la reproduction (climat) et la dynamique 
temporelle de croissance des arbres peuvent conduire à d'importantes variations inter­
annuelles de la quantité et de la qualité des graines. 
Un écart excessif à la panmixie, se traduisant par une recombinaison insuffisante entre 
provenances, pourrait annuler les bénéfices attendus de la sélection des provenances et de la 
mise en place des vergers à graines. Les principales questions qui se posent lors de la 
production de semences dans les vergers à graines sont : 
- La recombinaison entre les arbres est-elle suffisante pour assurer la conservation de 
l'ensemble des gènes ou conduit-elle à une dérive génétique importante? 
- La recombinaison permet-elle de considérer comme valide le modèle génétique qui postule 
l'accumulation d'effets génétiques additifs et l'introduction d'effets hétérotiques liés à la 
dominance pour les croisements inter-provenances? 
L'étude expérimentale a été réalisée en deux phases réparties sur deux travaux de DEA : 
mise au point des méthodes d'analyse microsatellite et génotypage des arbres parentaux 
second génotypage des arbres parentaux pour contrôle de la qualité de la méthode, 
génotypage de populations descendantes récoltées sur une série d'arbres-mères, 
identification de paternités et interprétation des résultats. 
2. Dispositif d 'étude de l'eucalyptus à Madagascar 
L'Eucalyptus grandis est une espèce originaire d'Australie qui appartient au sous-genre 
Symphyomyrtus. L'aire naturelle est discontinue, la majeure partie se trouve entre 33  et 26° 
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de latitude Sud dans les états du New South Wales et du Queensland. L'espèce est 
pratiquement absente jusqu'à 1 8° Sud où elle réapparaît avec une distribution très morcelée. 
Les conditions climatiques de ces régions sont très contrastées puisque la température 
moyenne varie de 14° à 22°C et les précipitations annuelles de 700 à 2500 mm/an. C'est une 
espèce à croissance rapide pouvant atteindre 75 mètres. A la base du tronc, sur les deux ou 
trois premiers mètres, l'écorce est brune et rugueuse, mais sur le reste du tronc et des branches 
l'écorce est lisse de couleur blanche ou gris bleue. C'est une espèce dont le bois clair est 
relativement moins dense que les autres espèces d'Eucalyptus et qui peut être utilisée pour la 
pâte à papier, le charbon de bois et le sciage. 
Eucalyptus grandis est l'une des espèces majeures utilisées en reboisement. Elle couvre 
probablement plus de trois millions d'hectares dans la zone subtropicale et est utilisée à la fois 
pour la production de bois de trituration (papier, viscose) et de bois de chauffe. Sa production 
est exceptionnellement forte, autour de 20-30 m3/ha/an couramment, mais atteignant souvent 
40 à 50 m3/ha/an. Les programmes principaux d'amélioration génétique de par le monde 
(Brésil, Congo, Afrique du Sud) utilisent cette espèce pour sa valeur en croisement dans la 
production d'hybrides inter-spécifiques. L ' importance de cette espèce est indéniable pour 
Madagascar. Celle-ci convient au reboisement pour la moitié du pays allant des Hautes 
Terres, la zone la plus peuplée avec une couverture forestière très faible, à toute la façade est 
de l'île fortement arrosée et représentant la zone potentielle de production ligneuse. 
Les eucalyptus sont à fleurs hermaphrodites et la floraison peut commencer à partir de 4 ou 5 
ans. La floraison est soumise à des effets génétiques et environnementaux importants. La 
pollinisation est entomophile. Une étude isozymique réalisée sur Eucalyptus regnans a mis en 
évidence une distance moyenne de pollinisation de 42 m. L 'emploi d' isotopes sur Eucalyptus 
saligna a permis de trouver des distances de pollinisation allant jusqu'à 300 rn de distance, 
mais la majorité de la dispersion pollinique s'effectue dans un rayon de 100 m. En 
pollinisation naturelle, seulement 8 ovules par capsule sont fécondés. En pollinisation 
artificielle, ce chiffre atteint 34 ovules par capsule. Les eucalyptus ont un régime de 
reproduction mixte de 75 % d'allogamie et de 25 % d'autogamie : on attend donc un taux 
d'autofécondation relativement important. Une dépression de vigueur consanguine est 
observée dans les familles issues de pollinisation naturelle (hauteur moyenne diminuée de 2 à 
26 %) par comparaison à des familles de plein-frères issues de pollinisation manuelle. Ces 
éléments de bibliographie sont détaillés dans les mémoires de DEA de Sylvie Razafiarivelo 
( 1 999) et de Vololoniriana Razafimaharo (2000). 
Le verger à graines d 'A ntsirinala 
Le verger (72 x 60 rn +  espace de bordure = 0,6 ha) comporte au départ 480 emplacements 
disposés en écartements de 3 x 3 rn dans une parcelle rectangulaire de 24 x 20 emplacements. 
480 plants issus de graines ont donc été installés en 1 987 (densité initiale de 1 1 1 1  arbres par 
hectare). Ces plants ont pour origine génétique 6 provenances : 5 provenances récoltées en 
Australie dans l'aire naturelle de l'espèce (Eungella, Atherton, Tinaroo, Ravenshoe et 
Paluma) et 1 provenance malgache (Andranokobak:a), et 1 2  descendances réparties dans ces 5 
provenances (descendances codées 1 ,  2, 3, 5, 8, 9, 1 2, 1 3, 1 4, 1 6, 1 8, 1 9). Le verger est divisé 
en 40 blocs de 4 x 3 = 1 2  emplacements, chaque bloc accueillant sous une forme randomisée 
1 arbre de chaque descendance x 1 2  descendances = 1 2  arbres. Au départ, les 12 
descendances sont donc représentées de façon parfaitement équilibrée (déséquilibre entre les 
provenances qui sont représentées chacune par 1 à 3 descendances). 
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Verger à gra i nes d'E uca lyptus grandis d'Andranokoba ka 
Station d'Ants i ri nala 
Bloc 33 Bloc 40 
3 1 4  1 3  1 2  1 8  1 6  8 1 1 4  2 1: ::?:: 2 1 6  1 8  
8 1 6  3 8 1 2 2 �. 1 4  9 1 1 
1 4  1 8  
� 1 2 
::a: : :1:8: 3 9 1 8  1 3  8 1 9  3 1 
1 8  9 1 4  1 3 16  16  18  2 
-� 16  12  2 3 1 3 : . : :2 _1 
8 8 [8-1 1 8  8 2 :: :18:: 1 1 8  1 8 �. 
1 8  1 6  1 4  _2 _1 1 8  1 6  1 2  8 1 2  8 1 8  J2 
1 1 9  1 8  1 4  3 8-2 1 1 3  9 8 3 1 6  _!� 1 9  
1 16  12  1 6  1 9  1 6  1 3  2 3 1 2 1 2  
1 8  3 1 9  2 1 2  1 8  8 El. 1 2  2 1 3 1 8  
2 8 9 3 14  3 1 6  1 9  1 4  
1 8  1 8  1 8  1 4  1 2  1 4  - : :� 1 3  8 1 6  
2 2 1 2 8 16  1 3-
9 1 8  1 6  1 6  8 3 8 1 1 8  1 4  1 2 :)!JL 14 1 
8 1 3  1 2 3 :�:6: . . . <::a: 2 
2 1 8 9 1 6  1 3  1 8  1 2  1 3  1 9  � _!()_ 
8 2 16  1 8  8 H 1 8  )� 16  18  
1 6  1 8  1 3  9 1 8  1 6  1 2  1 9  
8 1 1 8  2 1 .� 3 1 1 3 1 2 
1 8 3 2 8 2 1 8  9 8 1 2  1 2  1 6  
�loc 31oc 8 
D Emplacement après élimination sélective 
ŒJ Arbre (descendance 8) n'ayant jamais fleuri sur 1 998-1 999-2000 
[JI] Arbre (descendance 3) n'ayant pas contribué à la formation de la descendance analysée 
ŒJ Arbre (descendance 3) ayant contribué à la formation de la descendance analysée 
• L'un des 5 arbres-mères sur lesquels a été récoltée la descendance analysée 
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Analyse sur la fructification de 1 998 
480 emplacements 
40 blocs de 1 2  emplacements 
245 arbres vivants après él imination 
5 arbres-mères util isés 
1 38 paternités issues de 82 pères 
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_2 
3 
8 
8 
1 4  
1 3  
A TP Cirad n° 98/20 . Rapport final. Avril 2002. 
Utilisation de marqueurs génétiques pour l'étude de systèmes à polJinisation naturelle (vergers à graines). 
Chaque arbre parental du verger peut donc être codé par son numéro de bloc et son numéro de 
descendance (exemple : bloc 36, descendance 18 -> arbre B36T18). 
L'espace de bordure du verger avait été planté avec des Eucalyptus grandis (appartenant à la 
même population que les arbres du verger). La suppression de ces arbres de bordure n'a été 
réalisée qu'en 1998, après la floraison de 1997 qui a servi de base à la présente étude. Ces 
arbres, non génotypés, sont donc intervenus comme pollinisateurs externes dans la 
reproduction. 
A 1' issue d'une éclaircie sélective des arbres chétifs réalisée en 1996 (qui a pu contribuer à 
éliminer une part d'individus consanguins ou issus d'autofécondations dans la population 
parentale du verger), 245 arbres ont été conservés (hors arbres de bordures): ils sont issus de 
11 descendances (élimination sélective de l' ensemble de la descendance 5) et ils proviennent 
de 5 provenances : L'élimination sélective a préservé une bonne répartition géographique des 
245 arbres sur la parcelle du verger puisque le nombre d'arbres dans chacun des 40 blocs de 
12 emplacements varie entre 3 et 1 0 arbres. En revanche, un déséquilibre dans les effectifs des 
descendances a été introduit (cf tableau 1 ci-dessous). Après éclaircie sélective, la densité 
moyenne d'arbres vivants est donc de 560 arbres/ha. L'essai a été inventorié (circonférence et 
hauteur totale) à plusieurs reprises : 14, 27, 61, 100, 110, et 126 mois. On souligne que les 
245 arbres parentaux sont eux-mêmes issus de graines (ce ne sont pas des clones et ils sont 
tous génétiquement distincts malgré l'existence d'apparentements de type demi-frère entre 
arbres de la même descendance). 
Tableau 1 : Répartition des effectifs entre provenances et descendances après éclaircie 
sélective, sur 240 des 245 arbres du verger (l'éclaircie sélective a fait disparaître la 
provenance Eungella). 
Provenances Provenances Nombre d'arbres/provenance Nombre d'arbres par descendance 
Andranoko baka 1 82 (34,1 %) 31 (12,9 %) 
(Madagascar) 2 30 (12,5 %) 
3 21 (8,7 %) 
Eungella 5 0 (0 %) 0 (0,0 %) 
(Australie) 
Atherton 8 45 (18,8 %) 36 (15,0 %) 
(Australie) 9 9 (3,8 %) 
Tinaroo 12 46 (19,2 %) 16 (6,7 %) 
(Australie) 13 13 (5,4 %) 
14 17 (7,1 %) 
Ravenshoe 1 6  59 (24,6 %) 25 (10,4 %) 
(Australie) 18 34 (14,2 %) 
Paluma 19 8 (3,3 %) 8 (3,3 %) 
(Australie) 
Il était initialement prévu d'utiliser pour cette étude des marqueurs de type RAPD. Par 
chance, des marqueurs microsatellites, beaucoup plus performants a priori, sont devenus 
disponibles au début de la période de l' ATP grâce à une publication brésilienne (Brondani et 
al. , 1998). Ces marqueurs microsatellites ont donc été utilisés. 
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La recherche implique la caractérisation de tous les arbres parentaux du verger (génotypage 
des parents), puis un objectif de caractérisation de 60 descendants par arbre-mère pour 
quelques arbres mères choisis d'après leurs origines génétiques. 
3. Description à l'aide de marqueurs microsatellites de la va riabilité génétiq u e  des 
arbres d ' u n  verger à graines d'Eucalyptus grandis à Madagascar (DEA de Sylvie 
Razafia ri velo). 
Cette première approche a été réalisée en 1 999 au laboratoire de génétique du programme 
« Arbres et Plantations » du CIRAD Forêt à Montpellier par Mademoiselle Sylvie 
Razafiarivelo, étudiante de l'Université d 'Antananarivo lors de son stage de DEA à 
Montpellier. 
Le laboratoire utilise en routine différents marqueurs moléculaires : isoenzymes, RAPD, 
AFLP et microsatellites avec une révélation au bromure d'éthidium ou au nitrate d'argent 
pour les techniques dérivées de la PCR (Polymerase Chain Reaction). Le fonctionnement des 
activités de laboratoire a été fourni par l' ATP qui a également fourni une bourse pour assurer 
les conditions de logement, nourriture et transport du stagiaire. Une technicienne du 
programme « Arbres et Plantations »,  Mireille Poitel, a travaillé en binôme avec la stagiaire 
pendant toute la durée du stage. Sylvie Razafiarivelo et Mireille Poitel ont été accueillies une 
semaine au laboratoire du Centre de Recherches Forestières de Pierroton à l 'Inra (Antoine 
Kremer), pour une formation aux techniques de marquage par microsatellites. 
3 . 1 .  Les techniq ues utilisées 
La technique de révélation de marqueurs microsatellites adaptée aux eucalyptus a été mise au 
point. L'ADN des arbres du vergers a été extrait à partir de jeune feuille. Le FOFIF A et la 
Fanalamanga ont contribué au succès de la récolte (parfois à plus de 20 mètres de hauteur). 
Les extractions se sont déroulées au Laboratoire du Département de Recherches Forestières et 
Piscicoles du FOFIF A. Plusieurs étudiants ont été sensibilisés à cette techniques transférée 
depuis à Madagascar. 
L'extraction d'ADN a été réalisée à l'aide d'un kit (Quiagene) ou par la méthode de Saghai­
Maroof et al, 1 984. La quantité d'ADN extrait est estimée à l'aide d'un fluorimètre. La 
quantité et la qualité de l'ADN extrait sont contrôlées par électrophorèse sur gel d'agarose. 
L'amplification sélective des microsatellites est réalisée par PCR à l'aide des couples 
d'amorces issus des séquences publiées (Brondani et al, 1 998). La révélation du 
polymorphisme des microsatellites est obtenue par électrophorèse sur gel d'acrylamide 
dénaturant et par coloration au nitrate d'argent. 
I l  a fallu optimiser les conditions d'amplification pour chacun des locus marqueurs 
(température d'annealing pendant la réaction PCR) à partir de la publication de Brondani et al 
1 998. La technique de coloration a également été longue a mettre au point. Malgré les mises 
au point techniques, la lecture des profils d'électrophorèse est restée difficile, surtout en 
raison de nombreuses bandes parasites. 
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3.2. Les résu ltats obten us 
Les objectifs de ce premier travail  visaient à obtenir, avec les marqueurs microsatellites, les 
empreintes génétiques des 245 arbres du verger. Chaque individu est génotypé avec 5 
séquences rnicrosatellites ( locus E06, E 10, E 1 1 , E 1 3, E 1 9) et les différents allèles obtenus 
sont identifiés. Par emploi de la méthode de Sokal et Michener pour le calcul des distances 
génétiques entre individus, tous les arbres ont pu être distingués par leurs allèles aux 5 locus 
microsatellites (résultat partiellement infirmé ultérieurement). 
Le nombre d 'allèles observés varie de 1 5  (locus E 1 9) à 39 (locus E 10), mais ces nombres se 
sont avérés excessifs ultérieurement. 
Pour deux locus (E06 et E l O), deux allèles ont une fréquence proche de 25% (E06 : 1 20 = 
26,7% et 1 32 = 2 1 ,5% ; E10 : 1 29 = 20,0% et 1 3 1  = 23,4%). Pour deux autres locus (E 1 9  et 
E l l ), un seul allèle est représenté à près de 50% (E 1 9 : 1 68 = 49, 1 %  et E l l  : 1 24 = 5 1 ,7%). 
L'allèle à «  83 paires de bases du locus E l 3  » a une fréquence de 34% dans la population du 
verger à graines. 
L e  déficit en hétérozygotes observé sur l 'ensemble des arbres de la parcelle, par rapport aux 
proportions attendues sous l'équilibre de Hardy Weinberg, est faible (F = 0,06).  Il varie de 2% 
(provenances d'  Andranokobaka et Ravenshoe) à 7% (provenance d' Atherton). Les 
provenances de Tinaroo et de Paluma présentent un excès d'hétérozygotes respectivement de 
3 et 5%. Les résultats au niveau des loci marqueurs sont beaucoup plus variables puisqu' il 
existe un déficit en hétérozygotes de près de 40% pour le marqueur E 1 9  et un excès 
d'hétérozygotes de 1 1  % pour le locus E l 3 . 
L'observation des paramètres de diversité génétique sur les descendances montre un déficit en 
hétérozygotes variant de 2 %  (T2) à 6 %  (T3) et un excès en hétérozygotes de 2% (T l )  à 1 6 % 
(T1 3). 
Lorsque l'on mélange des sous-populations panmictiques dont les fréquences alléliques sont 
différentes, on observe sur l'ensemble un déficit en hétérozygotes par rapport à la structure de 
Hardy Weinberg même si les sous-unités ont chacune la structure de Hardy-Weinberg. Cet 
effet lié à une structuration spatiale des populations, est appelé l' effet Wahlund. Pour 
l 'ensemble des Eucalyptus grandis étudiés, le déficit en hétérozygotes peut être dû à un effet 
Wahlund mais aussi lorsque les sous-populations s'écartent de la structure de Hardy­
Weinberg pour diverses raisons (régime de reproduction, consanguinité, sélection, dérive 
génétique . . .  ). Dans notre étude, les sous populations (provenances ou descendances) 
présentent toutes des écarts plus ou moins importants entre les taux d'hétérozygotie observés 
et les taux d'hétérozygotie attendus. 
I l  apparaît que les Eucalyptus grandis testés dans ce verger présentent un fort niveau de 
diversité et une forte différentiation entre populations. Le regroupement des arbres en 5 
provenances montre que la part de variation liée à la structuration en sous-populations 
représente près de 90 % de la variation totale. Les provenances de Tinaroo, Atherton et 
Andranokobaka se regroupent et se différencient de celle de Ravenshoe. La provenance de 
Paluma est celle qui se différencie le plus des 4 autres provenances. Le typage de 243 arbres 
du verger et l ' identification possible de chaque individu à l'aide de seulement 5 loci 
microsatellites montrent que le polymorphisme observé dans ces séquences est très élevé chez 
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les Eucalyptus. Les déficits en hétérozygotes obtenus (0,06) sont voisins de ceux obtenus avec 
le chêne. 
Ces résultats, obtenus dans une première phase de mise au point de l'utilisation des 
marqueurs, doivent être interprétés avec prudence compte tenu des inexactitudes constatées 
ultérieurement sur les allèles identifiés. Cette remarque n'enlève rien au mérite de Mlle Sylvie 
Razafiarivelo qui a du prendre en charge cette première phase du travail. 
4. Analyse des flux gén iques par pollen dans u n  verger à graines d'Eucalyptus grandis 
(DEA de Vololoniriana Razafimah a ro) 
4. 1 .  Variabilité génétique des a rb res du verger 
Comme les gels obtenus en première année étaient difficiles à lire, un nouveau génotypage 
des arbres du verger a été réalisé (DEA Vololoniriana Razafimaharo, 2000) afm de vérifier la 
répétabilité de la technique des marqueurs microsatellites révélés au nitrate d'argent. Ce 
nouveau génotypage des arbres du verger a permis de supprimer environ 20% d'erreurs de 
lecture de la première analyse et de consolider la méthodologie de génotypage. 
Cinq (5) loci microsatellites ont permis, par calcul des distances génétiques selon la méthode 
de Sokal et Michener, d' individualiser les génotypes de 233 arbres, 6 génotypes 
supplémentaires étant associés à 6 paires d' individus (B37T1 /B3 1 T 1 ;  B39T3/B30T1 ; 
B36T 1 8/B5T l 8; B6T9/B3 1 T8; B27T 1 4/B35T 1 4; B23T3/B36T3). On note que ces couples 
sont constitués soit par des demi-frères, soit par des individus issus de même provenance. 
L'étude des 5 loci micro satellites utilisés pour le génotypage des arbres parentaux a permis 
d' identifier en moyenne 13.8 allèl es par locus (69 allèles répartis sur 5 locus). Les loci E6, 
E 1 0, E 1 1 , E 1 3  et E 1 9  présentent respectivement un nombre d'allèles observés (Ao) de 1 7, 1 4, 
1 6, 1 4  et 8 dont les fréquences sont très différentes (cf tableau 3).  Le tableau 2 met en 
évidence les parts relatives des différents allèles pour chaque locus. 
Tableau 2 : Fréquences cumulées des d ifférents allèles (classés par ordre décroissant de 
fréquence) dans la population des arbres du verger, pour chacun des 5 locus utilisés. 
E6 E 1 0  E1 1 E 1 3  E1 9 
1 0.28 0.28 0.56 0.60 0.59 
2 0.52 0.44 0.68 0.74 0.75 
3 0.61 0.56 0.76 0.80 0.87 
4 0.69 0.68 0.83 0.86 0.95 
5 0.76 0.77 0.88 0.89 0.98 
6 0.81 0.84 0.92 0.92 1 .00 
7 0.85 0.88 0.95 0.94 1 .00 
8 0.89 0.93 0.96 0.96 1 .00 
9 0.92 0.96 0.97 0.97 
1 0  0.94 0.97 0.98 0.98 
1 1  0.96 0.99 0.99 0.99 
1 2  0.98 1 .00 0.99 1 .00 
1 3  0.99 1 .00 0.99 1 .00 
1 4  0.99 1 .00 1 .00 1 .00 
1 5  1 .00 1 .00 
16  1 .00 1 .00 
1 7  1 .00 
23 
ATP Cirad n° 98/20. Rapport final. Avril 2002 . 
Utilisation de marqueurs génétiques pour l'étude de systèmes à pollinisation naturelle (vergers à graines). 
Le nombre d'allèles efficaces (Ae), calculé suivant l'équilibre de Hardy-Weinberg, est 
nettement inférieur à celui des allèles observés par locus ou même par provenance. 
L'ensemble de la population présente un déficit en hétérozygotes de 14% par rapport aux 
proportions attendues sous l'équilibre de Hardy-Weinberg. Les déficits en hétérozygotes des 
locus E 1 9, E 1 3  et E l 1 sont respectivement de 36,6%, 1 7% et 1 3,4%. 
4.2. Etude de paternité 
Sur les 233 arbres génotypés et distingués individuellement, un calcul de probabilité 
d'exclusion avec 5 locus (p = 0,9832) montre qu'une recherche de paternité peut être efficace. 
Le génotypage des descendants issus de graines récoltées dans le verger en 1998 a porté sur 
les plantules issues de 373 plantu les issues de g raines récoltées sur 7 arbres-mères. 
1 1 4  ex traits d'ADN analysés se sont révélés, a posteriori, non conformes aux arbres-mères 
sur lesquels les graines étaient supposées avoir été récoltées (3 1 %). Des mélanges importants 
ont en effet été constatés dans deux familles, nécessitant l'élimination complète de ces 
familles. Dans les 5 autres famil les, tout extrait d'ADN non conforme à l'origine maternelle 
attendue a été éliminé. Il restait donc cinq familles issues de 2 provenances bien différenciées, 
« Andranokobak.a » (pour les 2 arbres-mères B34T1 et B20T2) et « Tinaroo» (pour les 3 
arbres-mères B24T l 3, B24T1 4  et B 1 4T 14), avec un total de 238 descendants uti lisables. 
Seules deux familles étaient totalement exemptes d'erreurs de ce type (arbres-mères B24Tl 3  
et B34T 1 ): malgré les précautions prises lors de la récolte des graines, du semis en pépinière, 
du repiquage, de la récolte des feuilles, de leur transport, de l'extraction de l'ADN, des 
amplifications et de la révélation du polymorphisme, des mélanges se sont produits. 
Les 5 marqueurs microsatellites permettent ainsi de contrôler a posteriori l 'origine maternelle 
des extraits analysés. On peut regretter, mais on doit admettre, cette difficulté à maîtriser la 
continuité des prélévements jusqu'à l'analyse. On peut en revanche se féliciter de la capacité 
des marqueurs microsatellites à permettre une traçabilité puissante qui rend possible la 
sélection des seuls extraits d'origine garantie pour une analyse rigoureuse des flux de gènes 
liés à la pollinisation naturelle. 
Tableau 3 : Effectifs par famille demi-frère étudiée, constituant l'effectif total utilisé pour les 
recherches de paternité (238 descendants). 
Arbre-mère Provenance Effectif 
B34T1 Andranokobaka 60 
B20T2 Andranokobak.a 4 1  
B24T l 3  Tinaroo 60 
B24T1 4  Tinaroo 37 
B 1 4T 1 4  Tinaroo 40 
Total 238 
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4.2. 1 .  Estimation du taux de pollin isation provenant de l'ex térieu r d u  verger 
Sur 238 descendants, 1 48 (62,2%) sont issus de fécondation avec du pollen provenant des 
arbres du verger (pères « intra-parcelle ») et 90 descendants (37,8%) proviennent de 
« pollution » pollinique extérieure. 
Parmi les 90 descendants issus de pollinisation externe, on trouve quelques nouveaux allèles 
en très faible fréquence, qui n'étaient pas présents dans le stock de la population parentale. 
La première source extérieure de pollen envisageable est constituée par les arbres de bordure 
non génotypés du verger. Ces arbres étaient issus des mêmes provenances que celles utilisées 
dans le verger, mais leur floraison était cependant plus précoce que celle du verger. 
Mais il existe également un deuxième verger d'Eucalyptus grandis situé à 380 rn, une parcelle 
de comportement d'hybrides interspécifiques E. urophylla x E.  grandis à 200 rn et d'autres 
vergers (E. robusta, E. c loeziana) à 1 km. Les nouveaux allèles rares observés peuvent donc 
provenir de ces parcelles. 
La contribution importante à la pollinisation du verger par les arbres de bordure ne semble pas 
pouvoir être mise en doute, du fait de la proximité immédiate de ces arbres. La participation, 
même minime, des parcel les et vergers voisins, situés à une distance plus importante, reste 
une possibilité complémentaire éventuelle mais non certaine. Deux types d'analyses ont été 
init iées et doivent être approfondies. 
Une analyse sur la fréquence allélique du pollen extérieur au verger, et en particulier 
l 'analyse des fréquences des allèles rares, laisse supposer qu'une hybridation 
interspécifique est possible. En effet certains descendants analysés cumulent des allèles 
rares très différents de la plage de variation observée sur le verger. Il paraît peu probable 
que ces allèles proviennent de la bordure dont l'origine est commune aux différentes 
provenances présentes dans le verger. Une méthode d'analyse de distribution et de cumul 
d'allèles rares par rapport à la distribution des allèles du verger devrait être approfondie 
pour valider cette hypothèse. Une méthode d'échantillonnage hors de la parcelle 
permettrait également de vérifier si le pollen vient de l'extérieur ou de la bordure. Une 
méthode de simulation peut également être envisagée pour estimer le succès reproducteur 
des pères « extra-parcelle » .  
Par opposition à cette première hypothèse, une analyse en données haploïdes (données 
non présentées), montre que le nuage pollinique paternel efficace semble très peu différent 
du nuage pollinique total produit par le verger. En effet le calcul du Gst (équivalent au Fst 
en données diploïdes) est proche de 1 % (Gst = 0,0098 données haploïdes non présentées). 
Il n'apparaît donc pas de structuration entre les deux types de nuages polliniques. Ce fait 
milite pour une contribution prédominante des arbres de bordure à la pollinisation externe. 
Par ailleurs, on ne peut exclure l'hypothèse de présence des allèles rares dans les arbres de 
bordure qui n'ont pas été génotypés. 
25 
A TP Cirad n° 98/20. Rapport final. Avril 2002 . 
Util isation de marqueurs génétiques pour l'étude de systèmes à poll inisation naturelle (vergers à graines). 
4.2.2. Précision de l' identification des pères 
Pour les 1 48 descendants issus de pollinisation « intra-parcelle », 39 seulement sont reconnus 
au seuil strict de 95%, 48 au seuil relâché de 80%, 44 sont choisis pour une valeur de LOD 
score légèrement supérieure au second père possible et 7 descendants sont issus 
d'autofécondation . 10  patern ités resten t  indéterminées. Le taux d'identification des pères 
est donc de 138/ 148 soit 93 %. 
Ces résultats indiquent le niveau d'efficacité atteint par cette recherche de paternité 
caractérisée par l'utilisation de cinq locus microsatellites. Les données d'un locus 
supplémentaire auraient probablement permis de lever certaines ambiguïtés et de renforcer la 
fiabilité de détection. 
4.2.3. Autofécondations 
Sur 1 38 descendants analysés, 4 cas d'autofécondation sont détectés. Le taux 
d'autofécondation moyen est donc très faible (2,9%). La valeur maximale observée du taux 
d'autofécondation est de 8,3 % pour la famille issue d'un arbre-mère. Ce faible taux 
d'autogamie est très différent des résultats notés par Eldridge en 1 976 (25% chez les 
eucalyptus), et surtout de celui observé sur les vergers à graines d'Eucalyptus grandis par 
pollinisation naturelle en Afrique du sud (Van Wyk, 1 980). I l  est probable que ce taux serait 
modifié sur un échantillon plus important et provenant d'un plus grand nombre d'arbres­
mères, certains pouvant montrer des taux d'autofécondation élevés (R. Streiff en 1 998 observe 
ces variations sur 1 3  descendances de chêne). De plus, il existe probablement un facteur 
environnemental qui peut faire varier de manière importante ces taux d'autofécondation. 
Pour estimer la part de consanguinité dans la génération descendante constituant la variété­
population à diffuser, il faut aussi prendre en compte les combinaisons entre parents de même 
provenance et de même descendance (croisements entre demi-frères). 
4.2.4. Analyse d es paternités identifiées dans le verger. 
Les 1 38 paternités identifiées, prenant en compte les 4 autofécondations, se rapportent à 82 
« a rbres-pères >> du verger, incluant les 5 arbres-mères utilisés. 
Le tableau 4 met en évidence une sur-représentation des provenances Andranokobaka, 
Atherton et Tinaroo dans la participation paternelle à la formation de la descendance étudiée, 
par comparaison avec les parts respectives des 5 provenances dans la population parentale du 
verger. 
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Tableau 4 :  Comparaison des parts prises par les 5 provenances dans la population parentale 
et dans la participation paternelle dans la génération descendante (sur la base de 240 arbres 
parentaux et de 138 descendants analysés). 
Population parentale Participation paternelle dans la 
Provenances (nombre d'arbres et %) génération descendante 
(nombre et %) 
Andranokobaka 82 - 34, 1 % 60 - 43,5 % 
Atherton 45 - 1 8,8 % 29 - 2 1 ,0 % 
Tinaroo 46 - 1 9,2 % 3 8 - 27,5 % 
Ravensboe 59 - 24,6 % 9 - 6,5 % 
Paluma 8 - 3,3 % 2 - 1 ,5 % 
Ce fait est très probablement expliqué par une forte déficience de floraison de la provenance 
Ravenshoe en 1 997. En effet, en 1 998, 36 des 59 arbres de la provenance Ravensboe n 'ont 
pas fleu ri.  
Tableau 5 : Répartition des 1 3 8  descendants analysés entre origines maternelles et paternelles 
(au niveau « provenances »). 
Provenances paternelles (et représentation des parents dans le verger) 
Arbres- Andranokobaka Atherton Tinaroo Ravenshoe Palurna Total 
mères 82 - 34 %  45 - 1 9 %  46 - 1 9 %  59 - 25 % 8 - 3 % 240 - 100 % 
B34T 1 2 1 - 49 %  2 - 5 %  14 - 32 %  5 - 1 2 %  1 - 2 %  43 - 100 % 
(Andran.) 
B20 T2 9 - 43 %  8 - 38 %  1 - 5 %  3 - 1 4 %  0 - 0 % 2 1  - 100 % 
(Andran.) 
B24T1 3  17 - 45 %  1 1 - 29 %  10 - 26 %  0 - 0 % 0 - 0 % 38 - 100 % 
(Tinaroo) 
B 1 4T 1 4  1 1 - 42 %  3 - 1 2 %  10 - 38 %  1 - 4 %  1 - 4 %  26 - 100 % 
(Tinaroo) 
B24Tl 4  2 5 3 0 0 10  
(Tinaroo) 
Total 60 - 43 %  29 - 2 1 % 38 - 27 %  9 - 6 %  2 - 1 %  138 - 100 % 
On note que 30 + 23 = 53 descendants, soit 3 8  % des 1 38 descendants analysés sont des 
recombinaisons intra-provenances (Andranokobaka et Tinaroo ). Dans ce groupe, il est 
possible de trouver des combinaisons entre parents issus de la même descendance. Cet effet 
de consanguinité s'ajoute aux autofécondations et devrait être également estimé. 
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4.2.5. Observations phénologiques 
La descendance analysée du verger est issue de la campagne de floraison de 1 997. Pour cette 
année, on ne dispose pas d'observations phénologiques précises. Ces observations ont été 
réalisées sur les trois années successives suivantes ( 1 998, 1 999, 2000) : elles permettent a 
posteriori de classer les arbres parentaux ayant fleuri (94 % de l'effectif total) en précoces et 
tardifs. 
Tableau 6 : Caractérisation de la précocité de floraison des 225 arbres parentaux du verger 
ayant fleuri (sur les 3 années d'observation). 
Provenance Précoces Tardifs 
Andranokobaka 75 - 95 %  4 
Atherton 30 - 75 %  10  
Tinaroo 32 - 7 1 % 1 3  
Ravenshoe 25 - 47 %  28 
Paluma 3 - 37 % 5 
Les 5 arbres mères faisant l'objet de cette étude proviennent des provenances Andranokobaka 
(2) et Tinaroo (3) à floraison précoce. La plupart des arbres des provenances Ravenshoe et 
Paluma participent tardivement à la pollinisation ce qui peut expliquer leur moindre 
représentation comme pères chez les descendants (outre le déficit de floraison de la 
provenance Ravenshoe). 
Parmi les 82 pères ayant effectivement contribué à la reproduction par pollinisation des 5 
arbres-mères précoces, on observe que 76 % sont précoces et 24 % sont tardifs. 
Cette analyse de paternité montre donc, avec le cas de la provenance Ravenshoe, l 'influence 
primordiale de 1' aptitude à la floraison des parents sur la structure de la génération suivante 
constituée par pollinisation naturelle. L ' influence des décalages de floraison est également 
mise en évidence. I l  aurait été intéressant, pour que la démonstration soit plus complète, de 
disposer d'arbres-mères à floraison tardive de provenance Ravenshoe ou Palurna. 
4.2.6. Le succès reprod ucte u r  mâ le. 
Pour 1 3 8  descendants étudiés (issus de pollinisation interne au verger et dont la paternité a été 
correctement identifiée, incluant les 4 autofécondations), 82 « arbres-pères » ont été identifiés. 
56 arbres sont pères d'un seul descendant, 1 2  arbres sont pères de 2 descendants chacun, 7 
arbres sont pères de 3 descendants chacun, 2 arbres sont pères de 4 descendants chacun, 1 
arbre est père de 5 descendants, 4 arbres sont pères de 6 descendants chacun. 
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Figure 1 : Distribution des 82 pères sur les 1 3 8  descendants analysés. 
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L'effectif limité de la descendance analysée ( 1 38 plantes) ne permettait pas d' identifier plus 
de 1 3 8  pères sur les 245 arbres du verger. Les 82 pères identifiés ont fait la preuve de leur 
capacité paternelle à la reproduction. D'autres pères étaient possibles et auraient pu être 
détectés sur une descendance analysée plus importante, mais une partie non négligeable des 
arbres parentaux est limitée par sa capacité de floraison et sa phénologie : l'étude d'une 
descendance plus grande permettrait de préciser le succès reproducteur de l'ensemble des 
pères possibles. 
Mis à part l'arbre-mère B24T 1 4  pour lequel on ne dispose que de 1 0  descendants, les 
nombres de pères et de descendants par arbre-mère sont les suivants : 
Arbre-mère 
B34T 1 
B20T2 
B24T1 3  
B l 4T 1 4  
5 arbres-mères 
Arbre-mère 
B34T1 
B20T2 
B24T1 3  
B 1 4T1 4  
5 arbres-mères 
Pères et descendants 
27 pères pour 43 descendants analysés ( 1 ,59 descendant par père) 
1 8  pères pour 2 1  descendants analysés ( 1 ,  1 7  descendant par père) 
28 pères pour 38 descendants analysés ( 1 ,36 descendant par père) 
20 pères pour 26 descendants analysés ( 1 ,30 descendant par père) 
82 pères pour 1 38 descendants analysés (1 ,68 descendant par père) 
Pères et descendants 
7 pères sur 27 ont plus de 1 descendant (au maximum 5) 
2 pères sur 1 8  ont plus de 1 descendant (au maximum 2) 
6 pères sur 28 ont plus de 1 descendant (au maximum 4) 
6 pères sur 20 ont plus de l descendant (au maximum 4) 
26 pères sur 82 ont plus de 1 descendant (au maximum 6). 
S i  l'on fait l'hypothèse que la contribution paternelle de chacun des 245 arbres du verger est 
parfaitement aléatoire, l'application de la loi binomiale fournit les probabilités pour un arbre 
donné d'être père de 0, 1 ,  2, 3, 4, 5 ou 6 descendants parmi les 1 3 8  descendants étudiés. 
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0 descendant : 
1 descendant : 
2 descendants : 
3 descendants : 
4 descendants : 
plus de 4 descendants : 
p = 0,569 
p = 0,322 
p = 0,090 
p = 0,0 1 7  
p = 0,002 
p = très faible. 
La probabilité pour un arbre d'avoir, de façon aléatoire, plus de 2 ou 3 descendants est donc 
très faible. On doit en conclure pour cette étude que les arbres concernés possèdent un 
avantage reproductif d'origine topographique (position par rapport aux arbres-mères étudiés) 
ou biologique (abondance de pollen, parfaite concordance de floraison avec celles des arbres­
mères, action des pollinisateurs, ou autre). 
Tableau 7 : Fréquences cumulées des contributions paternelles à la recombinaison. 
Nombre de pères Nombre de Fréquence cumulée Fréquence cumulée de la 
descendants par père des pères descendance 
4 = 6  0,050 0, 1 74 
5 5 ou 6 0,060 0,2 1 0  
7 4 ou plus 0,085 0,268 
1 4  3 o u  plus 0,1 7 1  0,420 
26 2 ou plus 0,320 0,594 
82 1 ,68 (moyenne) 1 ,000 1 ,000 
Les 7 pères ayant 3 ou plus de 3 descendants n'ont pas une position topographique 
particulièrement avantageuse par rapport à d'autres dans le verger, en termes de distance aux 
5 arbres-mères pris en compte. I l  paraît donc peu probable que leur meil leur succès 
reproducteur soit du à un effet de position topographique. Ces arbres ne paraissent pas non 
plus spécialement avantagés par un développement plus important que celui des autres arbres. 
Le succès reproducteur pourrait donc être principalement lié à des questions de biologie 
florale et/ou d'attractivité pour les insectes pollinisateurs. 
On trouve que 1 7  % des pères identifiés contribuent pour 42 % à la recombinaison. Mais 
l'échantillon observé est biaisé en raison de son effectif l imité : l'effectif de la classe des 
arbres incapables de contribuer à la recombinaison ne peut pas être estimé. Le déséquilibre de 
participation des différents pères, pour les 5 arbres-mères considérés, est donc probablement 
sous-estimé. Si  ce déséquilibre est du à des caractéristiques strictement paternelles, on peut 
penser qu'il existe aussi à l'échelle globale de la recombinaison dans le verger. S i  des 
interactions père-mère sont responsables, un meilleur équilibre entre les succès reproducteurs 
des différents pères peut exister globalement au sein du verger, chaque père « trouvant » les 
partenaires femelles les plus compatibles. 
I l  convient de rappeler que les pères de même provenance et de même descendance, quoique 
génétiquement « différents » entre eux, sont fortement apparentés (demi-frères), ce qui réduit 
l' importance de la diversité génétique dans la variété-population et peut créer un effet de 
dépression de vigueur consanguine sur la valeur agronomique de la variété. Dans ce verger, si 
l'on fait l'hypothèse que toutes les recombinaisons entre arbres sont équiprobables, la 
probabilité de ces recombinaisons intra-descendance est de 1 0  %. 
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Concept de «père efficac e » 
Chaque arbre-père peut avoir eu une contribution d'efficacité variable selon le nombre de 
descendants qu' il a engendrés. Lorsque certains pères ont plus d'un descendant, Je nombre de 
pères observé est inférieur à l'effectif de la descendance. Dans la présente étude, avec D = 
1 38 descendants récoltés et analysés, il y a 245 arbres-génotypes différents dans Je verger, au 
maximum 1 3 8  pères observables Nb et 82 pères observés No. 
Il faut noter que Nb est inférieur ou égal à D. 
Le calcul du « nombre de pères efficaces Ne» et la comparaison de ce nombre au nombre 
maximum de pères observables Nb constituent une façon d'apprécier globalement sur une 
descendance donnée la d ispa rité des efficacités des différents pères possibles. La méthode 
de calcul est établie de sorte que le nombre de pères efficaces est inférieur ou égal au nombre 
de pères effectivement observés No (succès reproducteurs identiques pour tous les pères en 
cas d'égalité ; disparité importante lorsque le nombre de pères efficaces est très inférieur au 
nombre de pères observés). 
Sur une descendance étudiée d'effectif D, chaque père Pi (parmi No pères) a xi descendants. 
Ne = 1 1 Li (xi/DY (i va de 1 à No) 
Si No pères ont le même nombre de descendants x, alors No * x =  D et : 
Ne = 1 1 (No * x *  x 1 D * D) = 1 1 (x ID) = Dix = No. 
Quelques cas de figure : 
Dans le cas où chaque père a un seul descendant, on trouve : 
Ne = No = Nb  = D, Ne/Nb = 1 
Mais cette situation est impossible dès qu'on étudie un nombre de descendants 
supérieur au nombre d'arbres ou de génotypes différents du verger (Nb<D). 
Dans le cas où toute la descendance étudiée est issue d'un seul père, on trouve : 
Ne = No =  1 .  
Si Nb est assez grand, Ne/Nb est proche de O. 
Dans le cas de disparité maximale où la descendance d'effectif D est issue de 2 pères 
dont l 'un a 1 descendant et l'autre (D- 1 )  descendants, on trouve No = 2 et Ne = 
D2/(D2-2D + 2) qui est proche de 1 quand D est grand. S i  Nb est grand, Ne/Nb est 
proche de O. 
Dans un régime d'autogamie parfaite où chaque arbre du verger est strictement 
autofécondé, No = Nb est égal au nombre d'arbres du verger. L'efficacité reproductive 
(mâle et femel le) serait alors liée au nombre maximum de graines produites par arbre 
qu'on peut récolter sur chaque arbre. Le concept de père efficace semble ne pas devoir 
s'appliquer aux plantes autogames. 
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Tableau 8 : Comparaison des nombres de pères efficaces et des nombres de pères observés 
pour 4 arbres-mères ayant des descendances d'effectif au moins égal à 20. 
Effectif descendance D Ne No Nb Ratio Ne/Nb 
B34T 1 42 1 8,4 28 42 0,438 
B24T1 3 37 2 1 ,7 29 37  0,586 
B20T2 20 1 6,6 1 9  20 0,830 
B 1 4T 1 4  27 1 6,9 20 27 0,626 
5 arbres-mères 1 38 5 1 ,75 82 1 3 8  0,375 
Sur la descendante complète analysée ( 1 38 plantes), la disparité extrême serait représentée par 
1 37 pères ayant un seul descendant et 1 père ayant 1 3 7  descendants. On obtiendrait alors Ne = 
1 ,0 1 5  et Ne/Nb = 0,0074 à comparer aux valeurs obtenues au tableau 7. 
Le tableau 8 rend compte de 2 types de situations : 
a- la possibilité pour un père de féconder un arbre-mère donné, avec un faisceau particulier 
de contraintes liées, entre autres, aux caractéristiques florales et aux positions 
géographiques respectives du père et de la mère 
b- la possibilité pour un père de féconder plusieurs arbres-mères différents parmi l'ensemble 
des arbres du verger. 
I l  n'est donc probablement pas possible de comparer directement les ratios Ne/Nb pour un 
seul arbre-mère et pour plusieurs arbres-mères. Cependant, on constate que les ratios Ne/Nb 
sont relativement élevés pour les 4 arbres-mères considérés isolément et qu'on obtient un 
ratio nettement plus faible sur le regroupement des 5 arbres-mères étudiés. L'effectif l imité de 
la descendance étudiée ne permet pas de conclure de façon sûre sur le niveau de disparité des 
succès reproducteurs mâles à l'échelle globale du verger. Il semble cependant que 
l'accroissement du nombre d'arbres-mères étudiés conduit à observer une disparité croissante 
des succès reproducteurs mâles, certains pères se révélant plus aptes que d'autres à participer 
à la recombinaison. 
4.2.7. Effet de la distance sur le succès reproducteu r 
L'étude de paternité effectuée sur chaque famille a permis d'identifier les mâles intra-parcelle 
impliqués dans la pollinisation (Cf l 'exemple de l'arbre-mère B24T1 3  dans le graphique 
suivant). 
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Figure 2 : Exemple de répartition des pères ayant formé la descendance de l'arbre-mère 
B24Tl 3  (38 descendants). 
Famille F 
Pour chacun des 4 graphiques réalisés pour les 4 arbres-mères ayant plus de 20 descendants 
analysés, on constate une réelle capacité de contribution paternelle d'arbres situés à distance 
maximale dans le verger (longueur de la diagonale = 90 mètres). 
L'effet de la distance est étudié sur des couronnes emboîtées de 1 8  mètres de largeur, centrées 
sur chaque arbre-mère (couronne 1 = disque de 1 8  mètres de rayon, couronne 2 couvrant la 
zone comprise entre 1 8  et 36 mètres du centre, couronne 3 couvrant la zone comprise entre 36 
et 54 mètres du centre, couronne 4 couvrant la zone comprise entre 54 et 72 mètres du centre. 
Dans chaque couronne, on peut établir le ratio du nombre de pères effectifs au nombre 
d'arbres ayant pu participer à la pollinisation. Au delà de 72 mètres, le nombre d'arbres est 
restreint par la forme rectangulaire du verger. 
Tableau 9 : Ratio de contribution paternelle selon la distance à l'arbre-mère (nombre de pères 
1 nombre d'arbres po llinisateurs). Rappel : ce ratio est plafonné par le nombre théorique 
maximum de pères permis par l'effectif de chaque descendance. 
Arbre-mère < 1 8  rn 1 8 m < < 36 m  36 m < < 54 rn 54 rn < <  72 rn 
B34T 1 0, 1 4  0, 1 8  0, 1 6  0, 1 3  
B24T 1 3  0,22 0, 1 7  0,06 0,20 
B20T2 0, 1 5  0,05 0, 1 0  0,00 
B 1 4T 1 4  0, 1 8  0, 1 3  0,06 0,00 
Moyenne 0, 1 7  0, 1 3  0,09 0,08 
On constate sur le tableau 7, dans le cadre permis par la dimension restreinte du verger (72 x 
60 mètres), un effet modéré de la distance sur le potentiel de contribution paternelle effective 
des pollinisateurs présents. On peut penser que d'autres facteurs ont une influence plus 
déterminante sur l'efficacité des pères potentiels (abondance de floraison et de production de 
pollen). 
Une autre approche de cette question aurait été d'établir la distribution des distances de 
pollinisation pour les 1 38 fécondations observées. 
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S. Conclusions 
Par leur puissance de génotypage et d'identification des paternités, les marqueurs 
microsatellites apparaissent remarquablement adaptés à ce type d'étude. Le polymorphisme 
élevé obtenu, avec 5 locus et 13.8 allèles par locus, permet de différencier presque tous les 
arbres parentaux du vergers, à l'exception de 6 paires d'individus ( 1 2  arbres pour 6 
génotypes). Ces marqueurs ont également permis de détecter les extraits d'ADN non 
conformes à l'origine maternelle donnée par l'identification des échantillons au cours du 
processus d'analyse, sur les sept familles étudiées. Diverses erreurs ont en effet pu se produire 
lors des différentes étapes de récolte des graines, de semis, de repiquage des plants, mais aussi 
lors de la récolte des feuilles, de l'extraction de l'ADN, de l'amplification, du dépôt sur les 
gels et de la saisie des données. Cette capacité de traçage a permis de n'utiliser pour l'étude 
que des extraits d'ADN d'origine maternelle garantie. 
Avec les 5 locus marqueurs utilisés, les probabilités d'exclusion permettent une recherche de 
paternité efficace chez l'Eucalyptus grandis . Cependant le logiciel utilisé défmit les seuils 
d'exclusion par une simulation dont le paramétrage ne permet pas d'introduire un taux 
d'erreur de génotypage. Il serait intéressant de comparer différents logiciels de recherche de 
paternité ou de développer une application particulière permettant d'introduire cette donnée. 
Avec le logiciel utilisé, et avec le nombre de marqueurs utilisé, environ 1/3 des pères est 
identifié avec un seuil peu satisfaisant. Ce résultat peut être relié au déficit d'hétérozygotie 
observé dans le verger à graines. L'apport d'un ou deux locus microsatellites supplémentaires 
aurait probablement permis de lever ces ambiguïtés et d'améliorer significativement la 
précision d'identification des paternités. 
Pour l'obtention d'une variété-population performante et de bonne valeur adaptative, 
l'objectif d'un verger à graines de ce type est de maximiser les recombinaisons entre 
provenances et entre descendances. A l'intérieur de chaque provenance, le nombre de 
descendances représente le nombre d'unités non apparentées. Les graines de la variété­
population peuvent être classées en 4 catégories: 
recombinaisons entre provenances 
recombinaisons entre descendances différentes d'une même provenance 
recombinaisons entre génotypes différents d'une même descendance (consanguinité F = 
0, 1 25) 
autofécondations (F = 0,5). 
A effectif total constant du nombre d'arbres dans le verger, l'augmentation du nombre de 
provenances permettrait de réduire la part des recombinaisons intra-provenances, sous réserve 
que ces provenances soient phénologiquement compatibles. Par ailleurs, le choix des 
provenances et de leur nombre est déterminé par des considérations de valeur agronomique de 
la variété-population à créer. 
A 1' issue de 1' éclaircie sélective réalisée en 1 996, le déséquilibre de la représentation initiale 
des 6 provenances est amplifié. Une des 1 2  descendances, seule représentante de la 
provenance Eungella, a été totalement éliminée. La provenance Paluma est également réduite 
à un niveau très faible. Ces aspects peuvent être positifs pour la valeur agronomique de la 
variété-population si l'élimination sélective a effectivement permis d'écarter les parents les 
moins performants. Mais la perte de diversité génétique peut aussi avoir un effet négatif sur la 
valeur adaptative de la variété. 
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En fin de compte, le verger recombine 10 descendances réparties sur 4 provenances (+ une 
provenance minoritaire). L'une des 4 provenances (Ravenshoe) est un peu plus tardive que les 
3 autres et semble avoir rencontré en 1997 des difficultés de floraison pour plus de la moitié 
de ses représentants, ce qui peut expliquer sa faible participation à la pollinisation des 3 autres 
provenances. L'importance de la pollinisation réciproque des 3 autres provenances sur 
Ravenshoe n'a pas été évaluée dans le cadre de l'ATP. 
Les décalages de floraison introduisent une forme de « compartimentation» du verger et 
réduisent les possibilités de recombinaison. Dans le cas présent, la floraison tardive des 
provenances Ravenshoe et Paluma conduit à réduire la participation de ces 2 provenances à la 
pollinisation des 5 arbres-mères (qui sont précoces). Réciproquement, ces deux provenances 
sont probablement peu pollinisées par les pères potentiels à floraison précoce. 
Ce verger à graines met en évidence des fécondations issues de pollinisations sur la plus 
grande distance permise par la dimension du verger (80-90 mètres) et des fécondations 
nombreuses par pollinisation dans un rayon de 30 à 40 rn, avec un effet modéré de la distance 
sur l'efficacité de la pollinisation à ce niveau d'échelle. Ce résultat confirme celui trouvé par 
isozymes avec E regnans. Cet effet de la distance sur le succès reproducteur d'un couple 
d'arbres du verger pourrait être plus finement estimé. Cependant, on peut conclure que chaque 
arbre du verger peut trouver dans son environnement immédiat un nombre suffisamment 
diversifié de pollinisateurs pour assurer un bon niveau de recombinaison dans le verger. Les 
82 pères identifiés couvrent bien la surface du verger, et paraissent globalement aptes à 
polliniser l'ensemble du verger. Par comparaison avec d'autres facteurs (abondance de 
floraison et décalages de floraison), la distance de transport du pollen ne paraît donc pas une 
limite au fonctionnement du verger. 
Les taux d'autofécondation trouvés sur cinq arbres-mères sont très faibles et différents des 
résultats trouvés dans la littérature. Un nombre plus important d'arbres-mères serait 
nécessaire pour améliorer l'estimation de ce taux car il existe souvent pour ce caractère un 
effet maternel très fort. La part des recombinaisons intra-provenance est estimée. Pour limiter 
la part de consanguinité liée aux recombinaisons intra-descendances, on peut suggérer, lors de 
l'installation d'un verger, de réduire l'effectif par descendance et d'augmenter le nombre de 
descendances différentes dans chaque provenance. 
En raison de l'effectif limité (138) de la descendance analysée et du petit nombre d'arbres­
mères pris en compte, il est impossible d'avoir une vision exhaustive du nombre de pères 
possibles. Le nombre de pères possibles est cependant important puisque 33 % des arbres sont 
déjà identifiés comme pères sur l'effectif limité de la descendance étudiée et que, par ailleurs, 
les observations phénologiques sur 3 ans montrent une aptitude à la floraison pour 94 % des 
arbres du verger. 
Il n'est pas possible d'estimer avec prec1s1on l'importance du déséquilibre des succès 
reproducteurs mâles. Il semble cependant que l'accroissement du nombre d'arbres-mères 
étudiés conduit à renforcer la représentation d'une disparité croissante des succès 
reproducteurs mâles, certains pères s'avérant plus aptes que d'autres à participer à la 
recombinaison. 
36 
A TP C irad n° 98/20 . Rapport final. Avril 2002 . 
Utilisation de m arqueurs gén étiques pour l 'étude de systèm es à pol l in isation naturelle (vergers à graines) .  
Les limites méthodologiques de cette étude portent sur les éléments suivants : 
Une seule année de recombinaison a été étudiée (dans le cadre de l' ATP) 
Le nombre restreint d'arbres-mères utilisés (5 arbres-mères tous à floraison précoce) 
limite l'estimation des taux d'autofécondation et l'interprétation possible de l'influence du 
décalage de floraison sur la recombinaison 
Les effectifs restreints des descendances récoltées sur les 5 arbres-mères et analysées 
réduisent les possibilités d'estimation du nombre d'arbres contribuant effectivement à la 
recombinaison par pollinisation naturelle, et les possibilités de comparaison des efficacités 
des pères potentiels. Mais il convient de rappeler qu'il a fallu partir au départ de l'analyse 
microsatellite de 37 3 graines sur 7 arbres-mères pour réaliser la présente étude de 
recombinaison au sein du verger sur 138 paternités correctement identifiées et issues de 5 
arbres-mères. Ces effectifs limités permettent une analyse de la recombinaison entre les 5 
provenances mais pas entre les Il descendances qui constituaient le second niveau de 
structuration de la population parentale du verger. 
L'absence d'observations phénologiques précises au moment de la floraison de 1997 ne 
permet pas une mise en relation directe des résultats obtenus avec le comportement en 
floraison de chaque arbre du verger. On peut seulement s'appuyer sur les observations 
phénologiques des années suivantes 
L'absence d'une représentation de la distribution des distances de pollinisation pour les 
138 fécondations étudiées, qui aurait permis de mieux appréhender l'influence de la 
distance sur l'efficacité de la pollinisation dans les cas de compatibilité de floraison 
La présence d'arbres de bordure non génotypés limite l'interprétation portant sur les 
descendants issus de pollen extérieur au verger. Si ces arbres de bordure sont 
principalement responsables de la pollinisation d'origine « externe», ils ont alors 
contribué à réduire l'effectif étudié des descendants issus de pollinisation interne qui 
constitue la principale limite statistique pour la comparaison des efficacités des pères 
potentiels du verger. 
Ces limites auront cependant disparu à l'issue de la recherche poursuivie par Gilles Chaix et 
ses partenaires malgaches sur ce verger, dont l' ATP aura constitué le prologue. 
D'un point de vue méthodologique, cette étude montre que l'effectif de la descendance 
analysée est un facteur essentiel de précision des résultats obtenus. Une fois cet effectif 
déterminé, les graines nécessaires à l'étude doivent être récoltées sur un échantillon d'arbres­
mères assez important, représentatif des différentes origines génétiques de la population 
parentale et également représentatif des différents secteurs topographiques du verger. Dans la 
mesure où on s'intéresse au fonctionnement global de la recombinaison dans le verger, 
l'effectif de base des descendances étudiées par arbre-mère semble relativement moins 
important. 
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Une telle étude permet d'estimer a posteriori les effets de la constitution du verger et de 
l'éclaircie sélective. Elle offie peu de possibilités d'amélioration de la qualité du verger lui­
même. Le mélange des semences issues de récoltes sur deux années successives pourrait 
permettre de tirer parti des variations interannuelles de la floraison pour améliorer la 
recombinaison et la diversité génétique dans les lots de semences. Elle fournit des bases pour 
la mise en place de nouveaux vergers, notamment par clonage d'arbres parentaux 
performants, adaptés, aussi peu apparentés que possible et phénologiquement compatibles. 
Ce verger peut constituer un élément efficace de recombinaison génétique pour l'amélioration 
génétique de l'espèce Eucalyptus grandis. 
6. Intérêts du  FOFIFA, de l'Université d' Antanarivo et du CIRAD 
Un chercheur du FOFIFA/DRFP et un étudiant de l'Université d'Antananarivo ont été formés 
aux nouvelles technologies de marquage moléculaire du génome. De plus l'achat de matériel 
a permis le transfert de la technique d'extraction d'ADN végétal à Madagascar. D'autres 
espèces peuvent maintenant être préparées au DRFP (Khaya et Dalbergia). Cet embryon de 
laboratoire ouvre la voie du transfert de technologies simples de marquage moléculaire à 
Madagascar. 
Ces travaux ont contribué à l'enrichissement des connaissances pour la gestion des vergers à 
graines d'Eucalyptus plantés à Madagascar. Le projet de recherche actuel devrait aboutir à 
publier en commun différents articles dans des revues internationales qui permettront la 
reconnaissance des recherches développées à Madagascar. 
La production de graines forestières améliorées est une des priorités de recherches du 
programme Arbres et Plantations du CIRAD Forêt qui vise à obtenir le meilleur 
développement des plantations forestières à Madagascar. Le CIRAD Forêt aura également 
pleinement joué son rôle de formation auprès de ses partenaires traditionnels. 
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1 .  Introduction 
La diffusion quasi-exclusive de clones de greffes comme type variétal pour Hevea brasiliensis 
est peu discutée. Ce choix est justifié par un important différentiel de performances entre 
parcelles monoclonales et parcelles issues de graines, par un faible coefficient multiplicateur 
associé à la production de graines, par un délai plus long d'obtention des semences après la 
mise en place d'un verger à graines (comparé au temps nécessaire de mise en place d'un 
jardin à bois de greffe) et par l'arrêt depuis 1950 de l'amélioration génétique de l'hévéa pour 
l'obtention de variétés-populations. 
La mise en place de 3 vergers à graines sur la station Cnra de Divo (Côte d'Ivoire) en 1992 a 
été réalisée, avec un financement européen (projet STD), dans le cadre de l'amélioration de 
populations de bases issues de ressources génétiques amazoniennes. Ce germoplasme a été 
collecté en 1981 lors de la prospection internationale organisée par l'Irrdb (International 
Rubber Research and Development Board). 
En raison de la très faible fertilité femelle de la plupart des accessions, qui limite 
considérablement les opérations de pollinisation manuelle, la pollinisation naturelle est perçue 
comme un moyen économique d'obtenir un grand nombre de recombinaisons génétiques 
différentes pouvant fournir une base diversifiée pour l'amélioration des populations avec des 
taux de sélection importants. 
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Une caractérisation agronomique de la collection prospectée en 1981 et disponible en Côte 
d'Ivoire a mis en évidence le très faible niveau de production de cette collection et la 
nécessité d'élever ce niveau avant d'introduire de nouveaux géniteurs dans le programme de 
sortie clonale. Une population de travail d'environ 300 clones a été constituée sur la base du 
niveau de production et on se propose de mettre ce matériel en recombinaison. 
Les 3 vergers à graines ont été installés à une distance d'un kilomètre l'un de l'autre, dans le 
contexte arboré de la station Cnra de Divo, isolé de toute contamination pollinique externe 
(plus proche parcelle d'hévéa située à 7 km). On avait aussi éliminé les rares 
hévéas «d'agrément» qui avaient été plantés près des villas sur la station. L'objectif était de 
créer d'emblée un contexte d'isolement de chaque verger vis-à-vis de toute autre source de 
pollen d'hévéa. La présente étude a été réalisée dans un but méthodologique sur l'un des 3 
vergers, celui dont la structure génétique est la plus diversifiée, afin d'acquérir une base de 
connaissance et de compréhension de la qualité de recombinaison obtenue. 
Outre le souci de connaître l'importance quantitative des recombinaisons et le taux 
d'autofécondation, l'une des questions posées portait sur la qualité des familles récoltées sur 
un génotype maternel donné. Ces familles résultent-elles de la participation équilibrée d'un 
grand nombre de pères et peuvent-elles être considérées, du point de vue de la génétique 
quantitative, comme des familles de demi-frères ? En d'autres termes, est-il possible de 
comparer agronomiquement ces familles pour estimer la valeur génétique additive de leurs 
mères? 
2. Matériel et méthodes 
Le verger utilisé pour cette étude est une parcelle de 120 x 85 mètres (diagonale = 14 7 
mètres) comportant 312 emplacements disposés en quinconce avec 16 lignes de 19 ou 20 
rangs (espacements de 6 mètres entre arbres). Au moment de l'étude (1998-1999), 298 arbres 
vivants se développaient sur la parcelle. Chacun des 50 génotypes amazoniens installés, 
provenant de l'Acre, du Rondonia et du Mato Grosso, est représenté par 5 à 6 arbres greffés 
répartis aléatoirement dans le verger de façon à maximiser le nombre des recombinaisons 
possibles entre génotypes. Ces 50 génotypes sont issus de 27 localités différentes réparties sur 
3 Etats brésiliens couvrant l'aire d'extension de l'espèce Hevea brasiliensis; bien que certains 
génotypes issus de la même localité puissent éventuellement être apparentés, nous n'avons 
aucun élément pour l'affirmer. 
Un clone cultivé supplémentaire, GT1, a été ajouté à raison de 10 arbres greffés. Ce clone est 
mâle-stérile : il est donc possible d'obtenir ainsi une grande population de graines, dépourvue 
d'autofécondations, combinant ce clone cultivé avec les accessions amazoniennes en vue 
d'une sélection de géniteurs. 
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Plan du verger à graine d'hévéa (Côte d'Ivoire, Cnra-Divo) 
LIN 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 
RNG 
20 
19 210 203 
18 114 103 122 140 137 142 
18 209 222 201 228 207 
17 118 NC 117 NC 115 119 
17 207 NC 220 204 
16 101 142 107 
16 201 211 
15 139 130 
15 211 222 
14 
14 226 
13 107 
13 208 201 214 226 
139 115 137 111 133 
12 133 209 205 221 210 
120 123 130 107 
11 112 210 204 226 205 
142 108 NC 103 
10 NC NC 208 NC 111 
106 126 135 139 130 
9 211 228 203 216 
8 101 139 119 
8 228 118 
7 139 
7 215 
6 120 
6 
107 
5 211 
4 216 
103 133 
3 217 208 
2 112 142 
2 226 226 
107 120 
214 217 207 212 
RNG 
LIN 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 
c::::J arbres GT1 mâles-stériles 
NC arbres non génotypés 
- arbre-mère utilisé en 1998 
arbre-mère utilisé en 1999 
arbre-mère utilisé en 1998 et en 1999 
312 emplacements, 298 arbres vivants, 15 arbres non conformes (NC) 
Dispositif en quinconce. Distance rang 1 à rang 20 = 120 m, distance ligne 1à ligne 16 = 80 m 
Diagonale = 145 m. 
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Tableau 1 : Liste, codes et nombre d'arbres greffés par génotype pour les 51 génotypes du 
verger (283 arbres conformes au total). 
Code Génotype Nbre d'arbres Code Génotype Nbre d'arbres 
101 AC/11154 4 201 MT/4/18 4 
103 AC/8/118 6 203 MT/13/22 5 
106 AC/19/97 6 204 MT/16/55 6 
107 R0/4/19 6 205 MT/18/4 6 
108 AC/8/33 5 206 MT/2/25 6 
110 AC/8/59 6 207 MT/4/37 6 
111 AC/19172 6 208 MT/16/58 6 
112 R0/10/130 4 209 R0/2174 5 
114 R0/11141 2 210 MT/1113 6 
115 R0/11/91 8 211 MT/2/39 6 
117 AC/12/57 6 212 MT/2/50 5 
118 AC/20/35 6 213 MT/17/26 6 
119 AC/10/50 5 214 MT/4/5 6 
120 AC/10/53 5 215 MT/5111 6 
122 R0/11/29 5 216 MT/14/32 6 
123 R0/11/54 4 217 R0/2/29 5 
126 AC/18/1 4 218 MT/111 6 
130 AC/9116 6 219 MT/4/22 6 
132 R0/10/109 4 220 MT/5/26 6 
133 R0/12/10 5 221 MT/6115 5 
135 R0/12/21 5 222 MT/9/2 5 
137 AC/16/3 5 224 MT/17/10 5 
139 AC/9112 6 225 MT/17/15 6 
140 AC/6/29 6 226 R0/2/38 6 
142 R0/11172 7 228 MT/2/28 6 
300 GTl 10 
Dans le cas de ce verger non destiné à la production en masse de semences, l'aspect 
quantitatif de la production de graines n'est pas important. En fonction des résultats obtenus, 
on peut envisager d'adapter la stratégie de récolte pour maximiser la variabilité des 
descendances récoltées et pour optimiser la sélection entre et dans les descendances. 
Un jeu de 8 marq ueu rs m icrosatellites, mis au point au Cirad, est utilisé pour cette étude. 
Ces marqueurs sont répartis sur 6 groupes de liaison du génome de l'hévéa, ce qui leur donne 
une bonne indépendance et accroît leur pouvoir discriminant global. La puissance 
d'exploration de ces marqueurs avait déjà été mise en évidence sur hévéa dans un projet 
fmancé par le Bureau français des Ressources Génétiques et associant l'lrd et le Cirad, portant 
sur la constitution de core collections. 
Un génotypage initial des 51 génotypes parentaux est réalisé à l'aide des microsatellites. 
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Une recherche de paternité, réalisée avec le logiciel Cervus (grâce à l'appui de Sophie 
Gerber), a ensuite porté sur les descendances de deux campagnes de pollinisation, 1998 et 
1999: 
Pour la campagne de floraison/fructification de 1998, 468 plantu les issues de graines 
récoltées sur 14 génotypes (dont GT1) ont été analysées. Ces 14 génotypes étaient 
représentés, grâce au greffage de plusieurs arbres par génotype, par 27 arbres-mères. 
Pour la campagne de 1999, 338 plantu les descendant de 4 génotypes (dont GT1) et de 8 
arbres-mères différents ont été analysés. 
Par rapport à l'étude précédente réalisée sur eucalyptus, on se trouve donc dans une situation 
où l'on dispose de 50 génotypes paternels possibles et où on étudie un grand nombre de 
plantules descendantes (468 + 338 = 806). Cette situation va donc permettre d'estimer avec 
précision la contribution paternelle de chaque génotype du verger. 
Un contrôle de conformité clonale de tous les arbres parentaux du verger, réalisé à l'aide 
d'isozymes, a mis en évidence au sein du verger l'existence de 15 arbres non con formes aux 
génotypes attendus (Cora, Lidah Yehili Justin). Le génotypage par microsatellites de ces 15 
arbres n'a pas encore pu être réalisé à ce jour. Le pollen de ces 15 arbres doit donc être 
considéré comme un pollen « externe» au verger. 
Le tableau 2 ci-après récapitule l'échantillonnage et les effectifs de collecte des plantules 
analysées soit par isozymes (analyses en cours au Cora et non présentées ici) soit par 
microsatellites (SSR), en 1998 et en 1999 sur les différents arbres-mères pris en compte (le 
code 300 représente le génotype GT1). 
On voit que l'effectif de la plus grande descendance analysée sur un arbre-mère donné et une 
année donnée est de 68. 
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Tableau 2 : Effectifs collectés parmi les descendances des différents arbres-mères pour les 
recherches de paternité. 
Hevea: verger n• 3, analyses isozymes et SSR en 1998 et 1999 
Génotype Arbre-mère lso98 SSR98 lso99 SSR99 
Position 
101 1213 15 15 
110 1013 15 
115 205 3 9 
115 315 6 9 
115 1406 19 20 
118 1017 24 24 
118 1205 11 14 
130 1203 19 20 
140 203 6 6 
140 609 7 7 54 
140 819 13 17 54 
140 1218 7 
140 1609 17 20 53 
204 114 59 
204 33 
204 1401 7 12 31 
205 116 2 
206 504 69 64 
206 708 10 
206 720 14 16 69 57 
206 1107 28 
206 1520 37 25 
206 1107 23 
206 708 10 
210 104 8 11 68 68 
210 1306 59 
216 1309 19 
218 314 14 12 10 
218 503 6 8 
218 508 34 
218 1304 10 19 11 
218 1320 35 
218 1511 20 21 25 
219 701 13 14 
219 906 7 8 
221 1114 31 35 
221 1501 23 27 67 
222 1112 28 29 
224 911 12 15 
224 1104 4 
300 406 42 45 55 53 
300 607 17 17 10 
300 615 19 18 63 
300 1614 8 60 
Total 
Nb descendants 459 468 934 367 
Nb arbres-mères 32 27 23 8 
Nb génotypes 17 14 6 4 
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3. Génotypage de la population parentale et qualité de l ' identification des patern ités 
Le tableau 2 présente les allèles observés et leurs fréquences respectives. Le nombre d'allèles 
pour chacun des 8 marqueurs est compris entre 11 et 21, avec une moyenne de 16,75 allèles 
par locus. Ce polymorphisme est assez comparable à celui qui a été observé avec les 
marqueurs de l'eucalyptus. On dispose ici de 8 locus et de 133 allèles a u  total. Par ailleurs, 
les 2 allèles les plus fréquents par locus atteignent la fréquence de 0,30 (à comparer à 0,60 et 
0,59 chez l'eucalyptus). La distribution des allèles par locus paraît donc ici mieux répartie, et 
donc plus informative. 
Tableau 2 : Fréquences alléliques simples et cumulées pour chacun des 8 locus dans la 
population parentale. 
Num MnSod 124 425 574 
Allèle Fp Fcum Allèle Fp Fcum Allèle Fp Fcum Allèle Fp Fcum 
1 14 0.25 0.25 8 0.30 0.30 6 0.23 0.23 34 0.14 0.14 
2 16 0.12 0.36 14 0.17 0.47 14 0.18 0.41 25 0.12 0.25 
3 18 0.10 0.46 5 0.12 0.59 12 0.14 0.55 32 0.10 0.35 
4 15 0.07 0.53 7 0.11 0.70 7 0.10 0.65 24 0.09 0.44 
5 17 0.06 0.59 12 0.07 0.76 15 0.09 0.74 27 0.08 0.52 
6 21 0.06 0.65 20 0.07 0.83 8 0.04 0.78 30 0.08 0.60 
7 25 0.04 0.69 19 0.04 0.87 28 0.04 0.82 29 0.07 0.67 
8 28 0.04 0.73 11 0.03 0.90 13 0.03 0.85 31 0.06 0.73 
9 13 0.03 0.75 23 0.03 0.93 20 0.03 0.88 26 0.05 0.77 
10 24 0.03 0.78 9 0.02 0.95 26 0.03 0.91 33 0.04 0.81 
11 27 0.03 0.81 21 0.02 0.97 10 0.02 0.93 35 0.04 0.85 
12 30 0.03 0.84 10 0.01 0.98 27 0.02 0.95 40 0.04 0.89 
13 9 0.02 0.86 18 0.01 0.99 11 0.01 0.96 36 0.03 0.92 
14 19 0.02 0.88 22 0.01 1.00 18 0.01 0.97 41 0.02 0.94 
15 22 0.02 0.90 19 0.01 0.98 42 0.02 0.96 
16 23 0.02 0.92 22 0.01 0.99 37 0.01 0.97 
17 26 0.02 0.94 30 0.01 1.00 38 0.01 0.98 
18 29 0.02 0.96 25 0.00 1.00 39 0.01 0.99 
19 31 0.02 0.98 44 0.01 1.00 
20 12 0.01 0.99 28 0.00 1.00 
21 20 0.01 1.00 
A31 
Allèle Fp Fcum 
25 0.15 0.15 
22 0.10 0.25 
23 0.10 0.34 
24 0.10 0.44 
27 0.09 0.53 
26 0.08 0.61 
13 0.07 0.68 
28 0.06 0.74 
30 0.05 0.78 
17 0.04 0.82 
20 0.04 0.86 
21 0.04 0.90 
15 0.03 0.93 
29 0.03 0.96 
18 0.02 0.98 
16 0.01 0.99 
19 0.01 1.00 
31 0.00 1.00 
A66 
Allèle Fp Fcum 
18 0.15 
20 0.13 
12 0.09 
26 0.09 
22 0.07 
23 0.07 
24 0.07 
14 0.05 
19 0.04 
21 0.04 
28 0.04 
17 0.03 
27 0.03 
31 0.03 
15 0.02 
16 0.02 
29 0.02 
32 0.02 
25 0.01 
13 0.00 
0.15 
0.27 
0.36 
0.45 
0.52 
0.59 
0.66 
0.71 
0.75 
0.78 
0.82 
0.85 
0.88 
0.91 
0.93 
0.95 
0.97 
0.99 
1.00 
1.00 
T65 T67 
Allèle Fp Fcum Allèle Fp Fcum 
7 0.28 0.28 8 0.30 0.30 
13 0.28 0.57 15 0.16 0.46 
8 0.17 0.74 22 0.15 0.61 
18 0.09 0.82 14 0.10 0.71 
14 0.06 0.88 9 0.09 0.80 
11 0.03 0.91 23 0.09 0.89 
2 0.02 0.93 21 0.07 0.96 
9 0.02 0.95 16 0.01 0.97 
10 0.02 0.97 17 0.01 0.98 
12 0.02 0.99 18 0.01 0.99 
16 0.01 1.00 20 0.01 1.00 
6 0.00 1.00 
Le tableau 3 précise les caractéristiques des 8 marqueurs microsatellites utilisés. 
Tableau 3 :Polymorphisme et contenu informatif des 8 marqueurs microsatellites utilisés. 
Microsatellites Type de rép_étition Localisation PIC Nbre d'allèles 
MnSod (GA),6 gl l 0,888 21 
124 (GA)sAA(GA)6 g14 0,825 14 
425 (CA)6 g14 0,857 18 
574 (TA)10(GA)24 g15 0,915 20 
A31 (GA)22 g10 0,912 18 
A66 (GA)18 g8 0,916 20 
T65 (GT)1s g18 0,769 12 
T67 (GT)21 g8 0,811 11 
Note : La localisation indique le groupe de liaison sur lequel se trouve le locus. Les locus 124 
et 425, sur le groupe g14, sont distants de 52 centimorgans (Cm), les locus A66 et T67, sur le 
groupe g8, sont distants de 57 Cm; ces deux couples de locus ne sont pas liés (1 Cm# 700 
kb, Lespinasse, 1999). Le PIC ou « Polymorphie Information Content » est calculé dans la 
population parentale par le logiciel Cervus selon la formule de Bobstein et al, 1980. 
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Sur les 468 descendants récoltés en 1998, l'identification du père le plus probable n'a pas 
abouti pour seulement 5 plantes. Sur les 338 descendants récoltés en 1999, l'identification du 
père le plus probable n'a pas abouti pour seulement 4 plantes. Dans tous les autres cas, un 
père le plus probable est désigné, avec une valeur de LOD permettant d'estimer la qualité de 
ce choix, suivi par d'autres pères envisageables (avec des valeurs LOD plus faibles et donc 
une probabilité moindre). 
Les échecs d'identification peuvent être dus à l'existence de 15 arbres non conformes dans le 
verger. Au stade actuel de l'analyse, on ne met pas en évidence de contamination pollinique 
« externe » en provenance de ces 15 arbres : ce point doit être approfondi. 
La résolution obtenue par le logiciel Cervus avec les 8 locus est estimée d'une part d'après la 
valeur du LOD associé au père le plus probable A trouvé pour un descendant donné, et 
d'autre part d'après l'écart entre le LOD associé à A et le LOD associé au père B qui serait 
désigné par le logiciel en l'absence de A : prise en compte du ratio « tl. = (LODA -
LOD8)/LODA * 100. La probabilité d'avoir identifié le véritable père est d'autant plus forte 
que les valeurs LOD et tl. sont élevées. 
Par ailleurs, même avec un haut niveau de probabilité d'identification du véritable père, on 
observe des incompatibilités entre parents et descendants à certains locus, le plus 
probablement dues à des imprécisions de lecture des gels de migration des microsatellites. 
Tableau 4 :Etat des incompatibilités persistances avec les paternités identifiées 
Nbre d'incompatibilités Nbre de descendants Gamme de LOD Gamme de tl. 
0 122 6,53-17,81 0 ( 48 descendants) - 68 % 
1 135 2,35- 15,11 0 (14 descendants) - 90 % 
2 48 2,08-13,42 0 ( 14 descendants) - 99 % 
3 19 2,16- 9,19 0 (11 descendants)- 85% 
4 7 1,16-4,11 0 (2 descendants) - 77 % 
5 3 0,41-2,80 0 (2 descendants) - 78% 
La sensibilité de l'analyse en fonction du nombre de marqueurs microsatellites utilisés a été 
évaluée. Lorsqu'on passe successivement de 8 marqueurs (situation de référence) à 7, 6, 5 et 
4 marqueurs, (baisse de sensibilité), tout en cherchant à conserver les marqueurs les plus 
polymorphes et donc les plus efficaces, le pourcentage des modifications dans l'identification 
des pères (par rapport à la situation établie avec 8 marqueurs) est respectivement de 5 %, 10 
%, 15 % et 30 %. Ces écarts indiquent donc que le nombre de 8 marqueurs est proche de 
l'optimum nécessaire pour une identification sans aucune ambiguïté de toutes les paternités. 
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Figure 1 : Evolution de la stabilité de l'identification des paternités en fonction du nombre de 
locus utilisés. 
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4. Distribution des contributions paternelles des d ifférents génotypes à la recombinaison 
4. 1 .  Etude globale des contributions paternelles 
Cette analyse porte sur un nombre élevé d'arbres-mères (3 1 sur 298 arbres présents dans le 
verger) et porte sur 1 4  génotypes considérés comme mères. Cet échantillon de 1 4  génotypes 
comprend 4 génotypes de l'Acre, 1 génotype du Rondonia, 8 génotypes du Mato Grosso et le 
génotype GT1 .  Le Mato Grosso est donc sur-représenté parmi les génotypes maternels. Les 
arbres-mères étudiés couvrent bien l'ensemble de la surface du verger. L'effectif de la 
descendance totale analysée est important (797 plantules). La répartition des contributions 
paternelles, présentée dans le tableau 5 ci-dessous, permet donc d'apprécier avec une bonne 
précision la part paternelle prise par chaque génotype du verger dans la recombinaison. 
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Tableau 5 : Contributions respectives des génotypes paternels à la formation des 
descendances analysées pour les récoltes de graines de 1998 ( 463 pères identifiés sur 468 
descendants analysés) et 1999 (334 pères identifiés sur 338 _descendants analysés). 
Génotype Etat 1 998 1 999 Somme % cumulé Rang 
Paternel d'origine 
20 4 MT 50 87 1 37 0 . 1 7  1 
20 6 MT 56 20 76 0 .2 7  2 
20 8 MT 39 1 7  56 0 .34 3 
22 4 MT 2 6  2 7  53 0 .40 4 
22 1 MT 30 1 6  46 0 .46 5 
2 1 8 MT 32 1 1  43 0 .5 1  6 
20 1 MT 1 6  20 36 0 .56 7 
22 5 MT 1 9  1 4  33 0 .60 8 
20 5 MT 1 5  1 6  3 1  0 .64 9 
220 MT 1 7  9 2 6  0 .67 10 
1 10 AC 2 3  1 2 4  0 .70 I l  
1 3 5  RO 7 1 7  2 4  0 .73 12 
10 7 RO 5 1 9  2 4  0 .76 1 3  
2 12 MT 1 6  6 22 0 .79 1 4  
22 6 RO 8 10 1 8  0 .81  1 5  
2 10 MT 1 6  1 1 7  0 .83 1 6  
2 1 9 MT 7 9 1 6  0 .85 1 7  
1 42 RO 1 1  3 1 4  0 .87 1 8  
2 1 1 MT 9 2 l i  0 .88 1 9  
2 1 7 RO 8 3 l i  0 .90 20 
20 9 RO 7 3 10 0 .9 1  2 1  
1 1 4 RO 6 3 9 0 .92 22 
I l l  AC 5 4 9 0 .93 2 3  
1 37 AC 2 5 7 0 .94 2 4  
20 3 MT 6 0 6 0 .95 2 5  
1 32 RO 3 3 6 0 .95 2 6  
10 3 AC 3 1 4 0 .96 2 7  
1 39 AC 3 0 3 0 .96 2 8  
20 7 MT 3 0 3 0 .97 2 9  
2 1 3 MT 2 1 3 0 .97 30 
10 6 AC 2 0 2 0 .97 3 1  
1 1 9 AC 2 0 2 0 .98 32 
122 RO 2 0 2 0 .98 3 3  
2 1 5 MT 2 0 2 0 .98 34 
12 3 RO 1 1 2 0 .98 3 5  
2 1 4 MT 1 1 2 0 .99 36 
1 30 AC 0 2 2 0 .99 3 7  
10 8 AC 1 0 1 0 .99 3 8  
1 1 7 AC 1 0 1 0 .99 39 
12 6 AC 1 0 1 0 .99 40 
1 33 RO 0 1 1 0 .99 4 1  
2 1 6 MT 0 1 1 0 .99 42 
Somme 463 334 797 1 .00 
Note : Aucune contribution paternelle n'a été détectée pour les génotypes 101, 112, 115, 118, 
120, 140, 222, 228 et GTI .  
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Sur les 50 pollinisateurs potentiels (GT 1 mâle-stérile exclu), respectivement 1 1  et 1 8  
génotypes n'ont pas participé à la recombinaison pour les échantillons de graines récoltés en 
1 998 et en 1 999 (tableau 3). Sur le regroupement des deux années, 8 génotypes n'ont apporté 
aucune contribution paternelle. 
6 génotypes représentent 50 % de la contribution paternelle totale, 1 4  génotypes représentent 
80 % de la contribution paternel le totale et 25 génotypes (soit la moitié de l 'ensemble des 
génotypes présents) représentent 95 % de la contribution paternelle totale. 25 génotypes ne 
participent donc que marginalement comme pères à la recombinaison. On met donc en 
évidence une forte disparité des succès reproducteurs mâles des différents génotypes. 
On constate un comportement stable des génotypes pour leur contribution paternelle sur les 
deux années de récolte. 
Alors que la proportion d'arbres originaires du Mato Grosso (MT) est de 45 %, la part de 
contribution paternelle de ces arbres à la descendance globale est de 78 %. 
Avec Nb = 50 génotypes paternels possibles et une descendance de 797 plantules, on trouve 
un nombre de pères effectivement observés No = 42 génotypes et un nombre de « pères 
efficaces » Ne = 1 4,96 et Ne/Nb = 0,299 (à comparer au ratio Ne/Nb = 0,375 trouvé dans 
l'étude sur le verger d'eucalyptus). 
Si l 'on répartit les 50 génotypes en deux groupes égaux de 25 génotypes de forte et faible 
contribution paternel le, on peut mettre en évidence (tableau 4) une différence de contribution 
paternelle liée à l'origine des génotypes (Acre, Rondonia ou Mato Grosso). On constate un 
faible succès reproducteur mâle en moyenne pour les génotypes de l'Acre et un succès 
reproducteur élevé en moyenne pour les génotypes du Mato Grosso. 
Tableau 6 : Répartition des 50 génotypes entre origine géographique et succès reproducteur 
mâle moyen de chaque origine. 
25 génotypes à faible 
paternel le (nombre de 
Acre 
1 2  (80 %) 
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4.2. Etude des descendances de 5 arbres-m ères 
Les distributions des contributions paternelles pour un arbre-mère donné sont examinées sur 5 
arbres-mères pour la campagne 1 999 (5 descendances d'effectifs compris ente 44 et 65). 
Tableau 7 :  Comparaison des contributions paternelles à la formation des descendances sur 5 
arbres-mères différents (récolte de 1 999). Les contributions paternel les des deux plus 
importants génotypes pour chaque arbre-mère sont en gras. 
Récolte des graines sur 5 arbres-mères 
Mères A5-4 (20 6) A7-20 (20 6) A4-6 (300 ) A l 5- 1  (22 1 )  A 1 -4 (2 10 ) Somme % cumulé 
Pères 
20 4 23 21  23 3 70 0 .2 6  
22 4 5 6 1 1  1 2 3  0 .3 5  
20 6 2 3 13  1 8  0 .42 
10 7 18  1 8  0 .49 
1 35 1 7  1 7  0 .55 
20 1 4 3 7 1 4  0 .60 
22 1 3 1 1 0  1 4  0 .66 
22 5 2 2 9 1 1 4  0 .7 1  
20 5 4 4 2 10 0 .75 
20 8 7 1 1 9 0 .78 
220 9 9 0 .82 
2 1 9 2 2 1 2 7 0 .84 
22 6 1 6 7 0 .87 
2 1 8 2 4 6 0 .89 
2 12 1 5 6 0 .9 1  
20 1 1 4 5 0 .93 
1 37 5 5 0 .95 
I l l  4 4 0 .97 
2 1 7 3 3 0 .98 
1 32 3 3 0 . 99 
1 42 1 2 3 1 .00 
Ne 4,7 1 3 ,2 5  3, 1 6  7,30 5,30 9,39 
Nb 50 4 1  48 50 50 50 
No 1 1  8 8 1 1  10 2 1  
Ne/ Nb 0 ,0 94 0 ,0 79 0 ,0 66 0 , 1 46 0 , 10 6  0 , 1 88 
Somme 56 4 1  48 57 63 2 65 
Malgré l'expression du succès reproducteur élevé du génotype « 204 » sur les arbres A5-4, 
A7-20 et A4-6, on constate que les génotypes paternels prédominants ne sont pas 
nécessairement les mêmes d'un arbre-mère à l 'autre. Alors que le génotype « « 206 » est 
classé deuxième au niveau global pour son succès reproducteur mâle, on constate, sur les 
arbres A5-4 et A7-20 de ce génotype, un effet de l'auto-incompatibilité partiel le connue sur 
hévéa, avec une faible contribution paternelle du même génotype sur lui-même. On constate 
en revanche un taux d'autofécondation élevé sur l 'arbre A 1 5- 1  du génotype « 22 1 » qui se 
trouve en position de bordure et qui est doté d'un fort développement architectural. 
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Au niveau de chaque arbre-mère, on constate une forte disparité des succès reproducteurs des 
mâles (ratio Ne/Nb compris entre 0,066 et 0, 1 46). Sur le regroupement des 5 arbres-mères, il 
semble qu'on observe une moindre disparité entre succès reproducteurs des mâles (Ne/Nb = 
0, 1 88). On a vu plus haut que le ratio Ne/Nb, calculé sur l 'ensemble des plantules 
descendantes analysées, valait 0,375 .  
On peut en déduire que le verger à graines d'hévéa étudié offre globalement une assez large 
gamme de recombinaisons, mais que la diversité des contributions paternelles sur un arbre­
mère donné est faible et très déséquilibrée. I l  aurait été intéressant d'examiner si la 
descendance d'un même génotype issues de plusieurs arbres-mères aurait été plus équilibrée 
du point de vue des contributions paternelles. L'examen des 2 arbres A5-4 et A7-20 du 
génotype « 206 » ne va pas dans ce sens. I l  apparaît donc impossible d'évaluer les 
descendances maternelles des différents génotypes comme des familles de « demi-frères » en 
vue d'estimer les valeurs génétiques additives des génotypes parentaux du verger. 
4.3. Autofécondations 
Sur le regroupement des récoltes de 1 998 et 1 999 (hormis les descendances récoltées sur 
GT1 ), le taux moyen d 'autofécondation des génotypes analysés (incluant les croisements 
possibles entre arbres du même génotype) est estimé à 4,8 %. 
Comme il était prévisible pour un clone mâle-stérile, aucune autofécondation n'est observée 
sur GT1 .  
Ce taux d'autofécondation, estimé de façon moins précise au niveau de chaque génotype, en 
raison d'effectifs restreints, varie considérablement d'un arbre-mère à l'autre : on a obtenu les 
résultats individuels suivants pour 5 arbres-mères : 0 %, 1 ,8 %, 6,8 %, 8,6 %, ainsi que 1 5,9 
% pour un arbre-mère situé en bordure de verger et doté d'une couronne très volumineuse. 
Une observation portant sur les deux arbres-mères de même génotype A5-4 et A7-20 (avec 
des effectifs respectifs de 56 et 44 descendants) indique les taux d'autofécondation de 1 ,8 et 
6,8 %. Ces variations semblent pouvoir être expliquées pour partie par l'aptitude génétique à 
l 'autofécondation mais aussi par l 'architecture des arbres-mères (volume de la couronne), 
l'aptitude à la floraison et à la fructification ainsi qu'à l 'environnement et l 'accès de la 
couronne à la lumière (position de l'arbre en bordure de verger ou à côté d'un emplacement 
manquant). 
Si l 'on admet qu' il n'existe pas d'apparentement entre les 50 génotypes du verger, les 
autofécondations constituent la seule source de consanguinité parmi les descendances 
récoltées. 
4.4. Fécondation des graines d 'un  même fru it 
L'analyse des graines provenant d'un même fruit a mis en évidence la possibilité de la 
participation de deux pères différents à la formation des graines, observée sur 4 des 9 fruits 
étudiés. I l  n'est donc pas envisageable de n'analyser qu'une graine par fruit pour connaître 
avec certitude l'origine paternelle des autres graines. En revanche, la situation où l'on trouve 
un même père pour 2, 3 ou 4 graines d'un même fruit est cependant fréquente. Pour obtenir la 
plus grande diversité possible de contributions paternelles dans la descendance maternelle 
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d'un génotype, il est donc préférable de n'étudier qu'une graine par fruit, sous réserve que la 
la quantité de fruits disponibles pour un génotype donné ne soit pas limitante. 
Tableau 8 : Etude des origines paternelles des graines d'un même fruit 
Génotype Arbre-mère Fruit Plantule Père 
1 1 8 1 5-5 1 1 1 07 
2 220 
3 206 
2 1 204 
2 204 
3 204 
4 204 
3 1 204 
2 204 
3 (mort) 
4 1 204 
2 204 
3 (mort) 
1 1 5 2-5 1 1 2 1 1  
2 2 1 1  
3 (mort) 
2 1 2 1 1  
2 2 1 1  
3 2 1 1  
3 1 209 
2 208 
3 208 
4 1 224 
2 224 
3 (mort) 
5 1 208 
2 208 
3 208 
6 1 204 
2 22 1 
3 2 1 8  
S. Observations phénologiques 
Une étude complémentaire, réalisée actuellement par le Cnra, vise à mettre en relation ces 
résultats avec les caractéristiques architecturales et phénologiques ainsi qu'avec les périodes 
de floraison et l 'abondance de floraison des génotypes et des arbres individuels présents dans 
le verger. 
A ce jour, nous ne disposons pas encore des résultats « arbre par arbre » et « génotype par 
génotype » d'abondance de floraison et de précocité de floraison, qui permettraient de mettre 
en relation avec précision les succès reproducteurs mâles des différents génotypes avec leur 
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comportement en floraison, ou qui permettraient de classer les génotypes selon leur aptitude à 
la production de graines. 
Les informations disponibles indiquent qu' il existe de fortes différences architecturales entre 
les clones du Mato Grosso (ayant une ramification abondante) d'une part et les clones de 
l 'Acre et du Rondonia (souvent marqués par une forte dominance apicale et une faible 
ramification) d'autre part. 
En 1995, aucune des premières fleurs femelles formées n'a conduit à l'obtention de fruits 
viables. La première récolte en 1 996 a permis l'obtention de 932 descendants dans le verger 
(dont 270 issues de GT 1 ). 
Les observations régulières ont été réalisées sur 3 années successives, en 1997. 1998 et 1999. 
La floraison s'étale généralement, selon la précocité des clones, entre février et avril, faisant 
suite à une défoliation annuelle et accompagnant la refoliation. Les conditions climatiques de 
la saison sèche, de janvier à avril, et notamment la pluviométrie, exercent une grande 
importance sur l'abondance et l'étalement de la floraison. Une forte variabilité inter-clonale 
est observée pour les précocités de floraison qui sont directement liées aux précocités de 
défoliation-refo liation. 
Sont pris en compte les facteurs suivants, sous forme de notations semi-quantitatives de 1 
(faible ou tardif) à 5 (important ou précoce): 
L'architecture générale, l'abondance du branchement et le volume de la couronne de 
chaque arbre 
La précocité de défoliation-refo liation anuelle 
La précocité de floraison 
L'abondance de floraison 
L'abondance de fructification. 
Un suivi du devenir d'échantillons de fleurs femelles sur quelques arbres est réalisé pour 
estimer le taux de nouaison en pollinisation naturelle. 
En 1 997, la compétition pour la lumière entre les arbres est faible. De 1 997 à 1 999, la 
compétition entre arbres augmente en raison de leur croissance. En 1 999, la compétition entre 
arbres est déjà assez marquée. En 2000, il semble que l 'état de la compétition est devenue 
responsable d'une baisse de la production globale de graines du verger (la densité est devenue 
excessive pour une production élevée de graines). 
La saison 1997 Ganvier à avril) se caractérise à Divo par 4 mois secs (pluviométrie inférieure 
à 50 mm par mois, 70 mm sur 3 mois de janvier à mars). La plus grande part de la période de 
floraison, initiée fin janvier et achevée début avril, couvre les deux mois de février et mars. 55 
% des arb res du verger, représentant 44 génotypes sur 5 1  (86 %), fleu rissent lors de la 
saison 1 997. La proportion d'arbres fleuris par génotype varie, selon les génotypes de 0 à 1 00 
%. Cette observation témoigne de l 'intérêt de planter plusieurs arbres greffés par génotype 
pour assurer la floraison d'un taux élevé des génotypes du verger, notamment pour les 
génotypes à floraison faible. Sur les 298 arbres du verger, 36 % ont fructifié (ils 
représentent 66 % des arbres ayant fleu ri) .  
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L'abondance de fructification est notée de 0 (pas de fruit) à 5 (fructification très abondante. 
On obtient, pour l'ensemble des arbres, la distribution suivante : 
Note 0 % d'arbres : 33 
1 1 3  
2 23 
3 1 4  
4 1 4  
5 3 
Le tableau 9 ci-après indique pour chaque génotype le nombre d'arbres greffés fleuris et le 
nombre d'arbres greffés ayant fructifié au cours de la saison 1 997. 
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Tableau 9 : Floraison et fructification par génotype en 1 997 
Saison 1 997 Classement 
Génotype Ra mets Ra mets Ra mets Génotype Ra mets 
vivants fleuris avec fruits fleuris 
101 4 3 1 300 1 0  
103 6 3 2 1 10 6 
106 6 0 0 1 15 6 
107 6 4 2 1 30 6 
108 5 2 0 140 6 
110 6 6 6 218  6 
111 6 4 2 1 18 5 
112 4 4 0 1 35 5 
114 2 0 0 142 5 
115 8 6 6 206 5 
117 6 0 0 211 5 
118 6 5 5 216 5 
119 5 1 0 220 5 
120 5 3 0 221 5 
122 5 2 0 222 5 
123 4 3 1 107 4 
126 4 1 0 111 4 
130 6 6 4 112 4 
132 4 4 1 132 4 
133 5 2 0 210  4 
135 5 5 3 224 4 
137 5 0 0 226 4 
139 6 2 2 101 3 
140 6 6 6 103 3 
142 7 5 4 1 20 3 
201 4 3 3 123 3 
203 5 2 0 201 3 
204 6 3 3 204 3 
205 6 2 2 208 3 
206 6 5 5 212 3 
207 6 0 0 219 3 
208 6 3 1 225 3 
209 5 1 0 108 2 
210 6 4 3 122 2 
211 6 5 0 133 2 
212 5 3 0 139 2 
213 6 1 0 203 2 
214 6 0 0 205 2 
215 6 1 1 1 1 9  1 
216 6 5 5 1 26 1 
217 5 0 0 209 1 
218 6 6 6 2 1 3  1 
219 6 3 2 2 1 5  1 
220 6 5 3 228 1 
221 5 5 5 1 06 0 
222 5 5 3 1 14 0 
224 5 4 2 1 17 0 
225 6 3 3 1 37 0 
226 6 4 4 207 0 
228 6 1 0 2 14  0 
300 10 10 10 217 0 
Groupe Ouest 1 32 77 45 
Groupe Est 1 4 1  74 51  
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Les observations réalisées en 1 998 et 1 999, chaque année entre le 1 5  janvier et le 1 0 avril, 
sont les suivantes : 
Notation de la précocité de défoliation-refo liation 
Notation de la précocité de floraison 
Notation de la densité de floraison par arbre 
Comptage du nombre de ramets ayant fleuri par génotype 
Notation de la densité de fructification par arbre 
Comptage du nombre de ramets ayant produit des fruits par génotype 
Suivi de l 'évolution d'échantillons de fleurs sur quelques branches de quelques arbres 
Une estimation du nombre de fruits par arbre a été réalisée sur quelques arbres. 
Saison 1998 
Pluviométrie inférieure à 50 mm en janvier et mars, aucune pluie en février, 72 mm sur 3 
mois de janvier à mars. Floraison plus abondante qu'en 1 997. La défoliation-refoliation 
s'étale entre le 27 janvier et le 24 février 1 998. Le groupe « Mato Grosso » et GT 1 défolient 
légèrement plus tard que le groupe « Acre-Rondonia ». La durée du cycle de défo liation­
refo liation est d'environ 28 jours. La floraison concerne 83 % des a rbres (augmentation par 
rapport aux 55 % de 1 997). E lle s'étale du 8 janvier au 1 er avril. 80 % des arbres sont fleuris 
en février, dont 65 % dans la première décade de février. 
Les différences moyennes de précocité de floraison entre les 3 Etats sont assez faibles, le 
Mato Grosso étant légèrement plus tardif. La précocité et la densité de floraison semblent plus 
liées aux génotypes qu'aux Etats d'origine. 44 arbres ont une floraison notée abondante : ce 
sont généralement des arbres de bordure ou entourés d'emplacements sans arbre vivant. La 
floraison est étalée sur 84 jours. Pour 36 génotypes, les floraisons sont groupées sur un mois. 
Pour 30 génotypes, tous les arbres ont fleuri (dont GT1 ). Une forte relation est trouvée entre 
floraison et fructification. L'Acre produit un peu moins de fruits que les 2 autres Etats. 
Saison 1999 
Pluviométrie nettement plus abondante de janvier à mars par comparaison avec 1 997 et 1 998, 
1 70 mm sur les 3 mois. Le début de la défoliation s'étale, selon les génotypes, entre le 9 
février et le 7 mars, soit nettement plus tard qu'en 1 998. Le groupe «Acre-Rondonia>> s 'avère 
nettement plus précoce que le groupe « Mato Grosso» et GTl .  La durée du cycle de 
défoliation-refoliation est d'environ 37 jours, une durée nettement plus longue qu'en 1 998. La 
floraison est plus étalée qu'en 1 998 : on observe, sur 2 mois, 47 génotypes fleuris (224 
arbres) . Pour 24 génotypes (dont GT1 ), tous les arbres ont fleuri. 47 % des génotypes entrent 
en floraison sur une période de 1 8  jours. Les 22 arbres ayant le plus fleuri sont le plus souvent 
situés en bordure ou entourés d'emplacements vides. La lumière est un facteur prépondérant 
de la floraison. Le taux de nouaison des fruits est également nettement plus important sur les 
arbres de bordure. 1 46 arbres du verger (représentant 4 1  génotypes) ont produit des fruits en 
1 999. 
Tableau 1 0  : Caractéristiques de floraison de quelques génotypes 
59 
A TP Cirad D0 98/20 . Rapport final. Avril 2002 . 
Uti lisation de marqueurs génétiques pour l' étude de systèmes à pollinisation naturelle (vergers à graines). 
Génotype (paternité/797) Caractéristiques en 1 998 Caractéristiques en 1 999 
1 0 1  (0) Floraison tardive Floraison tardive 
1 03 (4) Très peu de fleurs Floraison précoce 
1 06 (2) Défoliation très précoce 
1 08 ( 1 )  Défoliation très précoce Floraison précoce 
Floraison précoce 
1 1 0 (24) Floraison précoce 
1 1 5 (0) Beaucoup de fruits Défoliation très tardive 
Floraison tardive 
1 1 7 ( 1 )  Défoliation très précoce 
Floraison précoce 
Très peu de fleurs 
1 1 9 (2) Défoliation très précoce 
1 22 (2) Très peu de fleurs Défoliation très précoce 
1 26 ( 1 )  Floraison précoce Défoliation très précoce 
1 35 (24) Beaucoup de fleurs 
1 39 (3) Floraison précoce Défoliation très précoce 
Très peu de fleurs Floraison précoce 
1 40 (0) Floraison tardive Défoliation très tardive 
Beaucoup de fleurs Floraison tardive 
Beaucoup de fruits 
20 1 (36) Aucun arbre fleuri 
204 ( 1 37) Beaucoup de fruits 
205 (3 1 )  Défoliation très tardive 
Floraison tardive 
206 (76) Beaucoup de fleurs Floraison abondante 
Fructification abondante 
207 (3) Défoliation très tardive Aucun arbre fleuri 
1 seul arbre fleuri 
Floraison tardive 
Très peu de fleurs 
208 (56) Défoliation très tardive 
Floraison tardive 
2 1 0  ( 1 7) Floraison abondante 
Fructification abondante 
2 1 1 ( 1 1) Floraison tardive Aucun arbre fleuri 
2 1 4  (2) 1 seul arbre fleuri 
2 1 8  (43) Beaucoup de fleurs Floraison abondante 
Beaucoup de fruits 
220 (26) Fructification abondante 
22 1 (46) Floraison abondante 
Fructification abondante 
224 (53) Floraison abondante 
225 (33) F loraison abondante 
228 (0) Aucun arbre fleuri Aucun arbre fleuri 
GTl Tous les arbres ont fleuri Fructi fication abondante 
Beaucoup de fleurs 
Beaucoup de fruits 
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On note le comportement particulier des deux clones 1 1 5 et 1 40 qui, bien qu'ayant eu une 
floraison et une fructification abondantes, n'ont pas été détectés comme pères dans l'étude de 
paternité (sur 797 descendants analysés). Une mâle-stérilité éventuelle est à rechercher sur ces 
2 clones. 
En conclusion des observations phénologiques disponibles, il apparaît que la proximité des 
arbres pollinisateurs à l 'arbre-mère importe peu en comparaison de l 'abondance de floraison 
des différents génotypes, qui représente probablement le facteur le plus important de la 
diversité des recombinaisons. On observe un certain décalage de floraison entre le groupe 
« Acre-Rondonia » plus précoce et le groupe « Mato Grosso » plus tardif. Par ailleurs, on 
trouve plus de génotypes à floraison abondante ainsi qu'une fructification plus abondante 
dans le groupe « Mato Grosso » et sur les arbres du génotype GTI . 
Si l 'on récoltait en mélange l'ensemble des graines du verger (à l 'exclusion des graines de 
GTI ), on aurait donc une « variété-population » représentant essentiellement des 
recombinaisons entre génotypes du Mato Grosso. Par ailleurs, GT I étant à floraison tardive, 
comme la plupart des génotypes du Mato Grosso, les graines récoltées sur les arbres GT1 
seraient également représentatives de l'hybridation GT1 x Mato Grosso. 
L'étude des origines paternelles de descendances récoltées sur des génotypes de l 'Acre n'a 
pas été faite : il aurait été intéressant de savoir si ces paternités sont principalement de l 'Acre 
ou du Rondonia (génotypes souvent plus précoces) ou si l 'abondance de floraison des 
génotypes du Mato Grosso conduit majoritairement à des croisements de type Acre x Mato 
Grosso. 
6. Application des isozymes à l'étude du brassage génétique dans u n  verger à graines 
d 'hévéa 
Sur hévéa, une recherche Cirad a permis la mise au point, au début des années 1 980, de la 
technique pour l'utilisation de 1 3  systèmes isoenzymatiques polymorphes (MDH, PGI, AAP, 
LAP, EST, DIA, PAC, ADH, ICD, PGD, PGM, GOT, SKD). Cet ensemble a servi à analyser 
la structure génétique du germoplasme de l 'hévéa et à réaliser des contrôles de légitimité 
paternelle des descendances issues de pollinisation manuelle. Un protocole optimisé, associé à 
un laboratoire d'analyse portable d'électrophorèse sur gel d'amidon, a été défini pour 
permettre le contrôle de conformité c lonale dans les jardins à bois servant à la production des 
plants greffés. Ce protocole répartit les 1 2  systèmes en deux groupes de 6 systèmes analysés 
sur deux gels d'amidon distincts à pH 6 et à pH 8 .  
Une approche isoenzymatique de l 'étude du verger est réalisée en Côte d'Ivoire par Lidah 
Yehil i  Justin (Cnra). 
6. 1 .  Polymorphisme isoenzymatique dans la population parentale du verger étudié 
(hévéa) 
Les 1 1  systèmes enzymatiques pour lesquels les 50 génotypes amazoniens parentaux ont été 
typés comportent entre 2 et 7 allèles différents par locus (au tota1 4 1  allèles). Pour répondre au 
choix d'analyser un grand nombre de descendants sur deux campagnes de récoltes, et pour 
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accélérer le travail, il a été décidé de n'utiliser que 5 systèmes enzymatiques (en gras dans le 
tableau) pouvant être regroupés sur un seul gel à pH unique (pH 6). Ces 5 systèmes 
comportent entre 2 et 5 allèles par locus ( 1 7  allèles au total). 
Les fréquences du tableau ci-dessous prennent en compte le nombre d'arbres représentant 
chacun des 5 1  génotypes dans le verger. 
Hevea: Fréquences allèliques des locus isozymes 
Population parentale du verger no 3 
Locus/Allèle 1 2 3 4 5 6 7 8 
MDH 0.01 0.93 0.06 
PGI 0.39 0.28 0.27 0.06 
AAP 0.02 0.92 0.04 0.02 
LAP 0.26 0.21 0.48 0.05 
EST 0.53 0.02 0.07 0.16 0.22 
DIA 0.06 0.90 0.04 
PAC 0.78 0.22 
ADH 0.36 0.64 
PGM 0.05 0.26 0.58 0.09 0.02 
GOT 0.95 0.05 
SKD 0.04 0.68 0. 1 0  0.07 0.07 0.02 0.02 
6.2. Analyses par isozymes de descendances hévéa 
Sur la récolte de 1 997, 3 1 7  plants ont été analysés, provenant de 24 arbres-mères et de 1 4  
génotypes (dont 72 plants issus de GTl ). 
Sur la récolte de 1 998, 459 plants ont été analysés, provenant de 32  arbres-mères et de 1 7  
génotypes (dont 86 plants issus de GTl ) .  
Sur la récolte de 1 999, 934 plants ont été analysés, provenant de 23 arbres-mères et  de 6 
génotypes (dont 1 88 plants issus de GT I ). 
6.3. Résultats attendus 
On se pose les questions suivantes : 
Pour un arbre-mère donné, pour un génotype donné (regroupant plusieurs arbres-mères) 
ou pour un groupe de génotypes et d'arbres-mères, quels apports paternels peuvent être 
captés et selon quelles distributions ? 
Quels taux d'autofécondation peut-on estimer par génotype ? Trouve-t-on de fortes 
différences entre arbres-mères du même génotype ? 
On peut envisager d'étudier la descendance d'un arbre-mère individuel, d'un génotype 
individuel (regroupant plusieurs arbres-mères dispersés dans le verger) ou d'un groupe de 
génotypes et d'arbres-mères constituant une représentation globale de la recombinaison dans 
le verger. 
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A partir du calcul des fréquences allèliques d'une descendance étudiée et du calcul des 
fréquences allèliques correspondant à la population maternelle correspondante, on peut 
déduire un jeu de fréquences allèliques associées à l 'origine paternelle de cette descendance. 
Ce jeu de fréquences allèliques liées au pool paternel peut être comparé à différentes 
hypothèses concernant ce pool paternel : 
pool paternel constitué de tous les arbres du verger contribuant à parts égales 
pool paternel constitué des arbres situés dans un cercle de proximité autour de chaque 
arbre-mère et contribuant à parts égales 
pool paternel constitué des pollinisateurs probables avec un coefficient de participation de 
chacun en fonction de l 'abondance et de la phénologie de sa floraison. 
Les analyses sont actuellement en cours. Les logiciels utilisés sont ML TR (de Ritland) et 
Cervus. 
I l  convient de remarquer que les fréquences alléliques calculables au niveau de la population 
parentale (sur tout ou partie des arbres-mères et des génotypes) sont des fréquences vraies. En 
revanche, les fréquences calculées au niveau de descendances sont des estimations tirées 
d'échantillons. I l  est donc important de pouvoir travailler sur des effectifs de descendances 
aussi importants que possible. 
Le choix d'échantillonnage des descendances a été de couvrir un nombre d'arbres-mères 
assez important (32 en 1 998 et 23 en 1 999) bien répartis sur l 'ensemble du verger (cf tableau 
d'échantillonnage en annexe). 
En 1 998, la plus grande descendance pour un arbre-mère donné a un effectif de 42 (ce qui est 
faible et ne permet pas une analyse au niveau d'un arbre-mère individuel). Les effectifs des 
descendances par génotype, pour 1 7  génotypes, sont respectivement de 2, 7, 8, 1 4, 1 5, 1 5, 1 6, 
1 9, 1 9, 20, 28, 28, 35, 43, 50, 54 et 86 (effectifs probablement trop limités). Une analyse 
précise des fréquences alléliques est possible à l'échelle de l 'ensemble (effectif total de 
descendance de 459) ou sur deux parties géographiquement disjointes du verger 
(descendances d'effectif supérieur à 200). En utilisant les données phénologiques et 
morphologiques, on pourra tenter de construire un scénario hypothétique de pool pollinique 
global et comparer les fréquences alléliques propres à ce pool hypothétique avec les 
estimations de fréquences obtenues à partir des descendances observées. 
En 1 999, la plus grande descendance pour un arbre-mère donné a un effectif de 69 (ce qui est 
faible et ne permet pas une analyse au niveau d'un arbre-mère individuel). Les effectifs des 
descendances par génotype, pour 6 génotypes, sont respectivement de 95, 1 23 ,  1 27, 1 68, 1 88 
et 2 1 3 . Une comparaison des pools polliniques captés par ces 6 génotypes semble possible, 
(permettant de juger si les descendances des différents génotypes peuvent être comparées en 
sélection comme issues d'un pool paternel testeur commun). Une comparaison des pools 
polliniques captés par des portions de verger est également possible. Une comparaison des 
deux années de pollinisation peut être faite à l'échelle de l'ensemble du verger. 
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7. Conclusions 
Ce verger à graines d'hévéa constitue une première approche méthodologique pour la 
recombinaison entre des génotypes amazoniens issus de populations de base et pré­
sélectionnés sur leur valeur agronomique de production. L'objectif de tels vergers est de 
récolter les graines de façon séparée par génotype maternel en vue d'une sélection massale ou 
d'une sélection combinée « individu x famille ».  Schématiquement, les 50 génotypes du 
verger sont représentatifs de 2 populations : « Acre-Rondonia » d'une part et « Mato Grosso » 
d'autre part. 
L'étude met en évidence l ' impact important des différences d'abondance de floraison entre 
les deux groupes sur l'équilibre des succès reproducteurs mâles, à l'échelle de descendances 
séparées récoltées par génotype et à l 'échelle globale. Un déséquilibre important des 
contributions paternelles est donc constaté dans ce verger, ce qui exclut la possibilité 
d'assimilation des descendances maternelles récoltées à des familles de « demi-frères ». Par 
ail leurs, les descendances maternelles de deux génotypes ne sont pas nécessairement 
comparables du point de vue de la distribution des contributions paternelles. 
Le taux d'autofécondation, probablement variable selon le génotype, semble particulièrement 
dépendant de l 'arbre-mère et de sa position dans le verger : il peut être important sur des 
arbres fortement développés (notamment en bordure de verger) et/ou sans voisins ; les 
autofécondations ne semblent cependant pas représenter un problème majeur pour 
l 'exploitation des recombinaisons. 
La densité de plantation du verger (300 a/ha) est rapidement devenue limitante pour 
l 'éclairement des arbres qui constitue un facteur favorable essentiel pour la floraison, la 
nouaison et la fructification. Une densité de 1 50 à 200 arbres par hectare à l' installation 
pourrait être recommandée. Une éclaircie sélective dans le verger actuel pourrait également 
améliorer la floraison et la fructification des arbres défavorisés. 
Une préconisation essentielle pour la réalisation de nouveaux vergers porte sur la gestion 
séparée des deux populations, afin de disposer de floraisons plus synchrones (sans parler de 
l ' intérêt d'une amélioration génétique distincte des deux populations avant d'envisager des 
recombinaisons inter-populations qui peuvent être réalisées en pollinisation manuelle). C 'est 
en fait ce qui a été fait avec les 2 autres vergers existants sur la station de Divo, l'un pour le 
groupe « Acre-Rondonia » et l 'autre pour le groupe « Mato Grosso ». 
La possibilité de collecter les graines sur plusieurs arbres-mères différents d'un même 
génotype, et sur 2 ou 3 années successives, contribue probablement à réduire les différences 
existant entre les nuages polliniques reçus par les différents génotypes maternels. Ce fait 
probable n'a cependant pas été démontré dans l'étude. 
Pour une descendance d'effectif donné, il est par ailleurs préférable de ne récolter qu'une 
graine par fruit si l 'on veut maximiser le nombre de contributions paternelles différentes. 
D'un point de vue méthodologique, l' introduction du clone GTl dans le verger et l 'étude de 
graines récoltées sur ce génotype n'ont pas apporté de résultats différents de ceux qu'on a 
obtenus sur les autres génotypes du verger (mis à part la confirmation du caractère mâle­
stérile de ce clone). L'effort consacré à ce clone a été soustrait à l'étude possible d'autres 
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génotypes amazoniens. En revanche, ces arbres n'exercent pas d'effet indésirable, hormis leur 
encombrement de l 'espace, puisqu' ils ne pollinisent pas. 
Pour tenter d'équilibrer les contributions paternelles, on peut réduire à 2 le nombre d'arbres 
des génotypes constituant des pères dominants tels que les génotypes « 204 », « 206 », 
« 208 » ,  « 224 », « 22 1 », « 2 1 8  », « 201 », « 225 » et « 205 », en préservant de préférence 2 
arbres écartés et situés en bordure de parcelle. L 'élimination des 1 5  arbres non conformes 
s' impose également. Cette éclaircie sélective devrait améliorer la floraison et la fructification 
des arbres défavorisés à cet égard. Le plan de restructuration proposé pour le verger permet de 
récolter des graines dans une zone préférentielle de 79 arbres, sur 38  des 50 génotypes du 
verger, avec une moindre incidence probable de pollinisation des 9 génotypes cités ci-dessus. 
Hors de cette zone, il est également possible de récolter des graines sur les 1 2  génotypes 
restants mais peut-être avec une forte influence des 9 pollinisateurs dominants. Ce verger 
restructuré pourrait refaire l 'objet d'une évaluation de la recombinaison et de l 'équilibre des 
contributions paternelles. 
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En raison de la présence de plusieurs arbres-mères de chaque génotype dans le verger, il n'est 
pas possible d'étudier l' influence de la distance de transport du pollen. Pour atteindre cet 
objectif, il aurait été nécessaire de répartir à chaque coin du verger un échantillon de 
génotypes représentés chacun par un arbre unique. L'étude de la distance de transport du 
pollen aurait alors pu être conduite sur les diagonales du verger (dans la limite de la longueur 
de la diagonale). Ce point, qui ne représentait toutefois pas l 'objectif principal de l 'étude 
(structure de la distribution des contributions paternelles), pourrait cependant être traité en 
poussant l 'éclaircie sélective des 9 pollinisateurs principaux évoquée ci-dessus jusqu'à ne 
conserver qu'un seul arbre par génotype. 
Pour l'étude et la comparaison agronomique des descendances, on peut envisager de mettre en 
essai de sélection une large descendance randomisée réco ltée sur les arbres du génotype GT l .  
On comparera les descendances séparées des différents arbres. On identifiera a posteriori 
l 'origine paternel le de chaque plantule. On pourra alors comparer la valeur génétique de 
différents génotypes amazoniens en croisement sur le testeur GTl ,  et réaliser une sélection 
combinée « individu x famille » des meilleurs descendants en vue d'une introduction 
éventuelle dans le schéma de sortie clonale. On peut aussi réaliser une sélection massale dans 
cette descendance et limiter l ' identification des origines paternelles aux meil leurs descendants 
sélectionnés. Ces approches peuvent s'appliquer aux descendances récoltées sur l 'ensemble 
des arbres du verger. 
On peut donc envisager d'utiliser les marqueurs microsatellites « a  posteriori » pour définir la 
structure paternelle des descendances et constituer des échantillons équilibrés permettant 
d'appliquer une sélection plus efficace utilisant les règles de génétique quantitative propres 
aux famil les de demi-frères. On peut même aller jusqu'à la reconstitution a posteriori des 
généalogies pour identifier des familles de plein-frères qu'on peut ensuite évaluer dans le 
cadre d'un véritable plan de croisement. En ce sens, le pouvoir d' identification des paternités 
offert par les marqueurs microsatellites confère à cet outil des possibilités réel lement 
nouvelles pour l'application de la génétique quantitative à l'amélioration de l 'hévéa. 
La réalisation de vergers à graines d'hévéa, fonctionnant en pollinisation naturelle en situation 
d' iso lement pollinique, constitués à partir d'échanti llons de géniteurs sélectionnés, peut donc 
assurer une fonction de conservation et de gestion de la variabilité pour les ressources 
génétiques amazoniennes et permet une diffusion facile, à des partenaires géographiquement 
éloignés, de lots de graines porteurs du pool génétique de l'échantillon parental. Ces lots de 
graines peuvent alors être soumis à sélection dans des contextes écologiques diversifiés et 
pour des objectifs variés. Les marqueurs microsatellites peuvent constituer un outil puissant 
d'accompagnement pour l 'exploitation de tels vergers, et pour l ' identification « a  posteriori » 
des paternités des descendances soumises à sélection. 
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CONCLUSIONS 
Similitudes. différences et enjeux des deux vergers 
Les deux vergers à graines étudiés (eucalyptus et hévéa) sont assez similaires par la surface 
occupée (qui détermine la distance maximale de po llinisation naturelle interne), par le nombre 
d'arbres installés, par la densité de ces arbres. Les deux espèces sont allogames, avec une 
forte autoincompatibilité, et à pollinisation entomophile. 
Les deux vergers different par leur objectif : 
Chez l 'eucalyptus, l 'objectif principal est la production d'une variété-population portée 
par les semences issues du verger. L'exploitation du verger dans le cadre de l'amélioration 
génétique de l 'espèce est cependant également envisagée. 
Chez l 'hévéa, l'objectif exclusif est de réaliser une recombinaison génétique succédant à 
une première phase de sélection, et destinée à permettre une seconde phase de sélection 
parmi les descendances du verger, selon un processus de sélection récurrente. 
Les deux vergers diffèrent par leur structure génétique : 
Chez l'eucalyptus, les 245 arbres représentent 5 provenances et 11 descendances. I ls sont 
issus de graines et sont donc génétiquement différents entre eux, mais les arbres de même 
descendance ont la même origine maternelle et sont donc apparentés. L'objectif est 
d'obtenir une distribution équilibrée du plus grand nombre possible de recombinaisons 
entre les descendances ( intra et inter provenances). 
Chez l 'hévéa, les 283 arbres représentent 50 génotypes non apparentés issus de 27 
localités différentes réparties sur 3 Etats brésiliens ( + 1 génotype mâle-stérile, GT1 ). 
Chaque génotype est représenté par 5 ou 6 arbres greffés répartis aléatoirement dans le 
verger. L'objectif est d'obtenir une distribution équilibrée du plus grand nombre possible 
de recombinaisons entre les 50 génotypes. 
Malgré ces différences de forme, on peut cependant admettre que recombiner 50 génotypes 
non apparentés (hévéa) et recombiner 11 descendances dotées d'une certaine variabil ité 
génétique interne (eucalyptus) constituent des enjeux assez comparables. 
Génotypage et identification de paternités 
Le génotypage des arbres parentaux des deux vergers a permis d' individualiser chez 
l'eucalyptus 233 arbres-génotypes et 6 génotypes correspondant à 6 couples d'arbres non 
séparables. Chez l 'hévéa, les 50 génotypes présents (+ clone GT1 )  ont été individualisés. 
Le polymorphisme élevé des marqueurs microsatellites permet l ' identification de paternités 
dans les systèmes de recombinaison par pollinisation naturelle avec un très haut niveau de 
probabilité. Avec environ 1 5  allèles par locus, on a utilisé respectivement 5 et 8 loci sur les 
deux vergers eucalyptus et hévéa. Il semble qu'un nombre de 1 2  loci assurerait une quasi-
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certitude sur chacune des paternités identifiées dans ces systèmes. Ce pouvoir de résolution 
très élevé permet d'envisager la reconstitution de la paternité, et même des deux parentés, 
dans les descendances issues de pollinisation naturelle, ce qui offre des possibil ités nouvelles 
en sélection. 
L'étude des descendances des vergers a porté sur 373 et 806 plantules issues respectivement 
de graines récoltées dans les vergers d'eucalyptus et d'hévéa. Les analyses de la distribution 
des contributions paternelles, après retrait des cas de pollinisation externe au verger, des cas 
d'erreur sur l'origine maternelle au cours du processus allant de la récolte des graines à 
l'analyse des extraits d'ADN, et des cas de non identification d'un père probable, ont porté 
respectivement sur 1 38 et 797 descendants pour l 'eucalyptus et l 'hévéa. 
Dans les deux cas, on met en évidence un déséqui libre important des contributions paternelles 
à la recombinaison, et c'est la conclusion principale de l 'étude. Les principaux facteurs 
responsables semblent être l'abondance de floraison des différentes génotypes (notamment 
chez l 'hévéa) et les décalages de floraison entre provenances (principalement chez 
l'eucalyptus). 
Limites et stratégie d'exploration des vergers 
Les limites de l'étude, concernant l 'eucalyptus, portent sur l 'effectif de la descendance totale 
utile, le nombre et l 'origine génétique des arbres-mères utilisés. La descendance étudiée ne 
représente qu'un échantillonnage des paternités observables, sur des arbres-mères 
représentant seulement 2 des 5 provenances du verger. 
Dans le cas de l'hévéa, l 'effectif de la descendance totale étudiée est important mais les 
arbres-mères uti l isés représentent insuffisamment les génotypes issus des Etats de l 'Acre et du 
Rondo nia. 
L'effectif de la descendance totale étudiée, déterminé par les moyens consacrés à l'étude, doit 
être assez grand, de l'ordre d'un multiple du nombre d'arbres ou de génotypes du verger pour 
disposer d'une bonne probabilité de détection de tous les pères participant à la recombinaison 
avec une possibilité d'évaluation de l' importance quantitative de leur contribution. 
Selon l 'objectif exploratoire visé, il apparaît que la stratégie de collecte des graines change : 
a. S i  l'on veut établir une distribution générale des contributions paternel les effectives, 
indépendamment des arbres-mères, il faut récolter les graines sur le plus grand nombre 
possible d'arbres, en quantités égales par arbre. 
b. Si 1' on veut comparer les distributions des contributions paternelles entre deux génotypes, 
i l  faut pouvoir disposer de grands effectifs (plantules issues de 50 à 200 graines) sur 
chacun de ces génotypes. 
c. Le génotype (hévéa), · l'unité génétique considérée (descendance ou provenance 
eucalyptus), peuvent être constitués de plusieurs arbres répartis dans le verger. On peut 
donc aussi vouloir comparer les contributions paternel les d'un arbre à l 'autre et évaluer 
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l'effet de l 'augmentation du nombre d'arbres par génotype ou unité génétique : maintien 
d'un déséquil ibre des contributions paternelles ou réduction du déséquilibre. 
d. L'étude du taux d'autofécondation peut être conduite à l'échelle globale du verger selon 
l 'approche vue au point a. Si en revanche on veut comparer les taux d'autofécondation 
entre unités génétiques ou entre arbres d'une même unité génétique, il convient de 
prélever de grands effectifs par élément à étudier. 
Dans la présente étude, il semble qu'un compromis a été adopté entre les deux types 
d'approches (approches globale et ciblée). Il aurait été préférable de privilégier délibérément 
une approche globale de chaque verger, et d'y ajouter éventuellement une ou quelques 
approches ciblées portant sur l 'étude de la distribution des contributions paternelles d'une ou 
de quelques unités génétiques. 
Pour interpréter le mieux possible les résultats de paternités obtenus, il est important de 
pouvoir mettre en relation étroite ces résultats avec des observations précises de la phénologie 
de chaque arbre d'un verger (précocité et abondance de floraison). 
Isolements et flux de gènes à moyenne distance 
L'objectif de l'étude ne visait pas l'étude des flux de gènes à moyenne distance, donc au delà 
des limites des vergers. 
Dans le cas de l'eucalyptus, l 'absence d'iso lement du verger (arbres de bordure et 
parcelles proches) a conduit à identifier 38 % de pères extérieurs au verger, avec détection 
d'allèles non présents dans la population parentale du verger. 
Dans le cas de l'hévéa, le verger bénéficiait d'un isolement important et très probablement 
parfait. Aucun allèle autre que ceux de la population parentale n'a été détecté (à vérifier). 
Cependant, 1 5  arbres non génotypés dans le verger (5 % de l 'effectif) pouvaient être 
assimilés à une source de pollen extérieur. Or la présence de ces 1 5  arbres n'a pas été 
explicitement détectée. I l  est possible qu'ils n'aient pas participé à la pollinisation 
« observée » (point à approfondir). 
Conclusion générale 
A l' issue de l' ATP, l 'analyse des données recueillies sur les vergers « eucalyptus » et 
« hévéa » a permis de démontrer l'adéquation des marqueurs microsatellites pour l 'évaluation 
de la recombinaison génétique par poll inisation naturelle. Des limites ont été mises en 
évidence, liées aux effectifs étudiés et à la méthodologie d'exploration de la recombinaison au 
sein des vergers. La recherche poursuivie sur eucalyptus grâce au travail de thèse de Gil les 
Chaix vise à s'affranchir de ces limites. 
Les résultats acquis, par le pouvoir de résolution mis en évidence pour 
l 'identification de paternités, justifient le développement de l 'emploi des 
microsatellites pour une exploitation croissante et mieux raisonnée de la 
pollinisation naturelle entre plantes hétérozygotes à des fins de production de 
variétés-populations ou de recombinaison pour l 'amélioration génétique. 
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Util isation de marqueurs génétiques pour l 'étude de systèmes à pollinisation naturelle (vergers à graines). 
Si les déséquilibres de contributions paternelles paraissent en partie inévitables, au moins 
peut-on désormais connaître avec précision la constitution génétique des produits de la 
pollinisation naturelle dans un contexte donné, et en tenir compte dans l 'évaluation 
agronomique ultérieure. Le potentiel de la méthodologie permet même d'envisager 
délibérément la mise en œuvre d'une recombinaison déséquilibrée avec reconstitution « a  
posteriori » des parentés pour une analyse génétique optimisée (constitution a posteriori de 
plans de croisements de pleins-frères). 
Bien que ce point n'a pas été abordé ici, on voit clairement que les microsatellites permettent 
d'étudier avec précision les questions de transport à moyenne ou longue distance du pollen 
dans le cadre d'étude des flux de gènes entre parcelles ou entre les parcel les cultivées et le 
milieu naturel. 
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